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Resumen 
Resumen 
 Las nanopartículas magnéticas de óxido de hierro 
(magnetita/maghemita) constituyen en la actualidad uno de los sistemas 
más prometedores dentro del campo de la biomedicina. En la presente tesis 
se ha estudiado la preparación de suspensiones coloidales de partículas de 
magnetita para aplicaciones biomédicas, abarcando desde la síntesis de 
partículas uniformes hasta la evaluación concreta en dos aplicaciones: 
obtención de imágenes por Resonancia Magnética y el trasporte/liberación 
de fármacos.  
 Para llevar a cabo la síntesis de las partículas se ha estudiado un 
método muy novedoso como es el de la descomposición térmica de 
precursores orgánicos de hierro en disolventes orgánicos y en presencia de 
surfactantes. Este método conduce a nanopartículas magnéticas 
monodispersas y muy cristalinas cuyo tamaño medio puede variar en 
función de la cantidad de reactivos, disolvente, surfactante, etc...Las 
propiedades estructurales de estas partículas son mejores que las obtenidas 
por métodos más convencionales como la coprecipitación o la pirólisis 
láser. Tanto la magnetización de saturación como la coercitividad a baja 
temperatura resultaron ser muy parecidas a las del material masivo debido a 
su elevada cristalinidad y al enlace de las moléculas del ácido oleico a los 
iones de hierro de la superficie de las nanopartículas. 
 Dado el carácter hidrófobo de las partículas sintetizadas, éstas no 
son aptas para su uso en biomedicina por lo que se ha estudiado la 
transferencia al medio acuoso mediante el intercambio del ácido oleico de 
la superficie de las nanopartículas por el ácido dimercaptosuccínico. 
Mediante este ligando se ha conseguido obtener suspensiones estables en 
agua mediante repulsión electrostática y con diámetros hidrodinámicos 
menores de 100 nm. La tasa de mortalidad celular debido a la presencia de 
las nanopartículas resultó ser nula tras ser incubadas con células HeLa. 
 Las nanopartículas obtenidas se evaluaron como agentes de 
contraste en la obtención de imágenes por Resonancia Magnética tanto in 
vitro, midiendo las propiedades relaxométricas de las suspensiones 
coloidales, como in vivo, obteniendo imágenes de diferentes órganos de las 
ratas tras inyectar las partículas en sangre. Los valores de relaxividad 
obtenidos son similares o mayores que los de los agentes de contraste 
comerciales y dependen tanto del tamaño de partícula como del tamaño de 
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agregado. Las nanopartículas poseen un tiempo de vida media en sangre de 
unos tres minutos y tras ser inyectadas en sangre se acumulan 
preferentemente en el hígado. 
 Finalmente se llevó a cabo el diseño de un sistema de transporte y 
liberación de fármacos basado en la unión de la IFNγ a las nanopartículas y 
su posterior liberación. Esta unión fue posible realizarla por atracción 
electrostática ya que a pH 7 tanto las partículas como la IFNγ poseen 
distinta carga. La liberación de la IFNγ fue posible mediante un cambio de 
pH y la citoquina resulto ser funcionalmente activa tras su liberación e 
incluso unida a las nanopartículas magnéticas, siendo capaces de activar a 
macrófagos. 
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1 
Introducción 
 La nanotecnología es un área interdisciplinar entre la biología, la 
química y la física que está teniendo un emergente crecimiento desde la 
década de los 90. Se basa en el diseño de materiales de tamaño nanométrico 
(clusters, nanopartículas, nanovarillas, nanocables, nanotubos y películas 
delgadas) que aportan propiedades físicas y químicas muy distintas a las del 
material masivo1-4. En el caso de las partículas magnéticas la reducción de 
volumen trae aparejado un cambio de comportamiento magnético del 
material ya que pasa de ser ferro o ferrimagnético a superparamagnético 
donde, por efecto de la energía térmica, el momento magnético de cada 
partícula fluctúa de dirección siendo el momento magnético neto igual a 
cero5-7. 
 
 
 
Figura 1. Tamaño de los organismos y biomoléculas que pueden interaccionar con las partículas. 
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 Desde principios del siglo XX las partículas magnéticas se han 
utilizado como material en grabación magnética, en altavoces y tintas 
magnéticas8. A partir de la década de los 90 surgieron nuevas aplicaciones 
dentro del campo de la biomedicina. En particular, las partículas magnéticas 
de óxido de hierro (magnetita o maghemita) se están utilizando dentro de 
este área como suspensiones estables en agua9. El hecho de que el hierro 
sea fácilmente metabolizado dentro del cuerpo, que las partículas tengan 
tamaños comparables al de las proteínas, células, virus y ADN (Figura 1), 
que su superficie pueda ser modificada para unir biomoléculas de interés, 
que las partículas posean un elevado momento magnético y que las líneas 
de campo puedan atravesar el cuerpo humano, hace que las partículas 
posean un futuro prometedor en este campo y por ello es el material objeto 
de estudio en esta tesis.  
 La principal limitación que tiene la aplicación de estas 
nanopartículas de óxido de hierro dentro del cuerpo humano es su tiempo 
de vida media en sangre, el cual debe ser el mayor posible para poder llegar 
y actuar en la parte del cuerpo deseada. Al inyectar las nanopartículas en el 
torrente sanguíneo, éstas son reconocidas como un patógeno y las 
proteínas del plasma se unen a su superficie en un proceso llamado 
opsonización10. Una vez opsonizadas, las partículas son fagocitadas por los 
macrófagos del hígado (las células de Kupfer) en mayor medida y por los 
macrófagos del bazo, siendo estos los responsables de su posterior 
eliminación del cuerpo humano. El tiempo de vida media en sangre de las 
nanopartículas depende del tamaño de partícula, agregado y la naturaleza de 
su recubrimiento11, factores que han sido estudiados minuciosamente a lo 
largo de la tesis. Para prolongar su residencia en sangre es preferible 
disminuir el tamaño de las partículas, pero desafortunadamente va en 
detrimento de las propiedades magnéticas del material debido a los efectos 
de superficie7, 12. Este inconveniente podría resolverse utilizando partículas 
más cristalinas o recubiertas convenientemente. Por ello es muy importante 
el método de preparación de las nanopartículas ya que determinará la 
forma, el tamaño, la distribución de tamaños, grado de cristalinidad y la 
química superficial, todo lo cual determina las propiedades magnéticas del 
material13.  
 Desde hace unos años se ha desarrollado un nuevo método de 
síntesis de nanopartículas magnéticas basado en la descomposición a 
elevadas temperaturas en medio orgánico y en presencia de surfactantes14. 
Este método, diseñado inicialmente para partículas con propiedades 
semiconductores15, ha sido explorado en esta tesis para obtener partículas 
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de óxido de hierro de tamaño pequeño con una alta cristalinidad lo que da 
lugar a buenas propiedades magnéticas16. Además, las partículas obtenidas 
por éste método son monodispersas y es posible controlar su tamaño 
medio manipulando diferentes factores experimentales lo que posibilita 
establecer una relación clara entre sus propiedades físico-químicas y su 
comportamiento en una aplicación concreta. 
  Otros factores claves que condicionan la aplicación de las 
nanopartículas son las propiedades coloidales y magnéticas de las 
suspensiones de las partículas en agua (diámetro hidrodinámico y carga 
superficial a pH 7). Por ejemplo, para separación magnética, el uso de 
nanopartículas previamente funcionalizadas supone una gran ventaja frente 
a otros métodos de separación al conseguir la disminución del tiempo de 
separación y el límite de detección de los analitos de interés con respecto a 
la centrifugación17. Un ejemplo de ello fue el desarrollo de biosensores 
basados en partículas magnéticas conjugadas con ADN para la detección de 
proteínas y ácidos nucleicos llegando a obtener límites de detección de 500 
zM18. 
 Posibles aplicaciones de las nanopartículas en función de sus 
propiedades magnéticas se presentan en la Tabla 16. 
 En todas las aplicaciones biomédicas pero especialmente en la 
vectorización de fármacos y MRI, que se estudiaran en esta tesis, el proceso 
de transporte de las nanopartículas dentro del cuerpo así como su 
localización en un órgano y tejido deseados adquiere evidente relevancia.  
 
Tabla 1. Resumen de las diferentes aplicaciones en biomedicina de las nanopartículas magnética; 
mecanismo de acción, características de las partículas y tratamiento al que se puede aplicar.  
Tratamiento Mecanismo de acción Tipo de nanopartículas Aplicación 
Diagnóstico 
(MRI) 
-Perturbación magnética 
de los espines de los 
protones 
- Superparamagnéticas 
- Elevado momento magnético 
Agente de 
contraste 
Quimioterapia - Afinidad bioquímica 
- Inertes. 
- Biocompatibles 
- Funcionalizadas en la 
superficie 
Vectorización 
de fármacos 
Quimioterapia 
- Activación térmica. 
- Desorción dependiente   
del tiempo 
- Elevada área específica en la 
superficie. 
- Uniones químicas específicas 
Liberación de 
fármacos 
Hipertermia 
magnética 
- Absorción 
electromagnética - Elevado momento magnético Calentamiento 
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 En el caso de la vectorización de fármacos, la manipulación de las 
partículas se lleva a cabo mediante la aplicación de un campo magnético no 
uniforme, ya que de no serlo no se conseguiría mover las partículas sino la 
alineación de los momentos magnéticos19-21. Dentro del cuerpo humano, las 
partículas están sometidas a las fuerzas de resistencia hidrodinámicas que se 
oponen a la fuerza del campo magnético aplicado. Por lo tanto, la velocidad 
relativa de una partícula con respecto a la del fluido (Δv) depende del 
tamaño magnético (DMAG), la diferencia de susceptibilidades magnéticas 
entre las partículas y el agua (Δχ), el gradiente de campo magnético (B∇B)22 
y la viscosidad del medio (η), viene dada por la siguiente expresión: 
 
)(
36
2
0
2
B
D
v MAG ∇Δ=Δ ημ
χ
  (1)  
 
Por lo tanto, desde el punto de vista físico, a la hora de manipular las 
partículas en el menor tiempo posible siempre será preferible partículas de 
mayor tamaño (DMAG) o mayor imanación (B) según la Ecuación 1. 
 
POLÍMERO
SINTÉTICO
Óxido de
hierro
Dextrano
Carboxidextrano
Carboximetildextrano
Almidón-PEG
MOLECULA ORGÁNICA 
PEQUEÑA
Derivados de
estireno
POLÍMERO 
NATURAL
Citrato
Ferumoxides
Ferucarbotran A
Ferumoxtran-10
Ferucarbotran C
Ferumoxitol
Ferumoxsil
Feruglose
Silice
Ferristen
VSOP 184
Endorem/Ferridex
Resovist
Sinerem/Combidex
Supravist
Clariscan
Lumirem
Figura 2. Agentes de contraste comerciales basados en nanopartículas superparamagnéticas de óxido 
de hierro y clasificados según su recubrimiento, diámetro hidrodinámico y órgano que se quiere 
visualizar. 
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 La utilización de las nanopartículas magnéticas como agentes de 
contraste en MRI es posible debido a la propiedad que tienen de acortar el 
tiempo de relajación longitudinal y transversal (T1 y T2) de los protones 
del agua que están a su alrededor al aplicarles un campo magnético estático 
y uniforme23, 24. Este acortamiento es debido a que las nanopartículas 
producen alteraciones en el campo local que sienten los protones de agua 
de su proximidad.  
 Mediante esta técnica es posible el diagnóstico del cáncer de 
hígado, bazo o nódulos linfáticos25-27. Sin embargo, para poder visualizar 
otras partes del cuerpo es necesario aumentar el tiempo de vida en sangre 
disminuyendo el tamaño de agregado o modificando superficialmente las 
partículas con recubrimientos más neutros e hidrófilos como es el caso del 
dextrano o el PEG10 (Figura 2). 
 Finalmente, el problema actual de los fármacos y tratamientos de 
quimioterapia convencionales utilizados es que no son específicos y dan 
lugar a efectos secundarios28. Si los tratamientos fuesen localizados la dosis 
se reduciría evitando esos efectos. Una forma de conseguirlo es unir el 
fármaco a partículas magnéticas biocompatibles para luego ser inyectados. 
Dentro de la sangre las partículas pueden ser concentradas e inmovilizadas 
en el tejido de interés con la aplicación de un campo magnético (Figura 3). 
El fármaco se liberaría al medio por la acción de las encimas o cambios en 
las condiciones fisiológicas29. Las claves de las que depende la vectoriación 
son el modo en el que el fármaco está unido o almacenado en las partículas, 
el mecanismo en el que las partículas son dirigidas al órgano deseado y las 
barreras biológicas que deben sobrepasar6. Las partículas magnéticas 
 
Figura 3. Esquema de cómo tiene lugar la vectorización y localización de fármacos a lo largo de 
los vasos sanguíneos utilizando a las partículas magnéticas como vectores22. 
 
TEJIDO
PARTÍCULAS MAGNÉTICAS
TEJIDO
VASO  
SANGUÍNEO 
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utilizadas deben de estar recubiertas de moléculas biocompatibles y 
funcionarizadas con grupos funcionales amino, carboxilo o moléculas 
como la avidina o la biotina para luego poder unir el fármaco. Últimamente 
se está evaluando el efecto de agentes antitumorales como el cisplatin y 
gemcitabina30 o el metrotexato31, 32 conjugados a partículas magnéticas 
recubiertas de polímeros en tumores de pecho y cerebro.  
 Además, el uso de las nanopartículas magnéticas permite calentar 
directamente las células cancerígenas mediante el uso de campos 
magnéticos alternos permitiendo un tratamiento más localizado22 aunque 
esta aplicación no se encuentra dentro de los objetivos de esta tesis. Así, las 
nanopartículas son dirigidas al tejido dañado, donde pueden disipar calor al 
aplicar un campo magnético AC ya que su momento magnético rota 
cediendo calor a los alrededores de las partículas. El tumor es destruido 
porque el tratamiento con un fármaco determinado es más efectivo si se 
alcanzan los 42 ºC durante un periodo mínimo de 30 minutos33. 
 En esta tesis se ha estudiado la síntesis de nanopartículas de 
magnetita de alta calidad. La síntesis se ha llevado a cabo mediante la 
descomposición térmica de precursores orgánicos de hierro en disolventes 
orgánicos y en presencia de surfactantes. Esta síntesis conduce a 
nanopartículas magnéticas monodispersas y muy cristalinas. En el Capítulo 
2 se detalla la variación del tamaño de las nanopartículas sintetizadas en 
función de los distintos parámetros de la reacción (cantidad de reactivos, 
disolvente, tiempo de estabilización a una temperatura determinada, etc…) 
y se propone un mecanismo de formación de estas partículas. . En el 
Capítulo 3 se estudia como varían las propiedades magnéticas de las 
nanopartículas sintetizadas en función del tamaño y la fase de óxido de 
hierro (magnetita o maghemita)En el Capítulo 4 se comparan las 
propiedades estructurales y magnéticas de las nanopartículas de magnetita 
obtenidas por este método con las obtenidas por métodos más 
convencionales como son la coprecipitación y la pirólisis láser. Además, se 
ha realizado el estudio de la transferencia y estabilización en agua, como 
suspensiones coloidales, mediante el método de intercambio de ligandos y 
se ha evaluado su citotoxicidad (Capítulo 5). Por último, en el Capítulo 6 
se ha investigado la posible aplicación de estos materiales como agentes de 
contraste en MRI tanto in vitro como in vivo y en el Capítulo 7 como 
sistema de transporte y liberación de la citoquina IFNγ. 
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RESUMEN 
 En este capítulo se describe la síntesis de nanopartículas de 
magnetita por descomposición térmica en medio orgánico de precursores 
de Fe variando la cantidad y proporción de los reactivos empleados, así 
como las condiciones de la síntesis con el objetivo de ver como influyen 
éstas en el tamaño y forma final de las nanopartículas. La elección del 
disolvente de la reacción, el precursor de hierro, la relación Fe:surfactante, 
la concentración inicial de los reactivos, la temperatura de estabilización de 
la reacción son factores clave para controlar el tamaño final y la naturaleza 
de las partículas, su distribución y la forma de las nanopartículas. Las 
partículas más pequeñas obtenidas poseen un tamaño medio final de 4 nm 
y fueron sintetizadas en fenil éter y partiendo de acetilacetonato de hierro 
(Fe(acac)3) como precursor de hierro mientras que las partículas más 
grandes fueron sintetizadas a partir de oleato de hierro Fe(ole)3 en 1-
octadeceno. A partir de la influencia de la variación de cada uno de los 
parámetros de la síntesis se ha podido elaborar un mecanismo de reacción 
en el que se forman especies precursoras cuya estructura debe ser, 
probablemente, un complejo Fe(surfactante)x que se descompone a una 
temperatura comprendida entre los 210-250 ºC dando lugar a los núcleos. 
Desde el momento que tiene lugar la nucleación hasta el final de la reacción 
(calentamiento hasta el punto de ebullición del disolvente y posterior 
reflujo) tendría lugar el crecimiento. 
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1. Introducción 
 A mediados de la década de los 90, se empezó a desarrollar un 
nuevo método de síntesis de partículas semiconductoras (CdSe)1 que tenía 
como características el empleo de precursores orgánicos de los átomos de 
los que se componían las partículas y que se llevaba a cabo en disolventes 
orgánicos de alto punto de ebullición y en presencia de surfactantes. La 
reacción de descomposición tenía lugar a elevadas temperaturas lo que 
permitía la obtención de partículas muy cristalinas.  
 A continuación se resumen los principales avances en la utilización 
de esta técnica para la síntesis de partículas de magnetita o maghemita y el 
control del tamaño, forma y naturaleza de la superficie. 
1.1 Control del tamaño   
Efecto del precursor 
 En 1999 el grupo de A. P. Alivisatos, basándose en la técnica de 
inyección en caliente de precursores utilizada previamente para 
semiconductores, fueron los pioneros en sintetizar partículas de γ-Fe2O3 
mediante este método inyectando cuprato de Fe (N-
nitrosofenilhidroxilamina) en trioctilamina2. El tamaño de estas partículas 
era de 7 nm aunque podía variar en función de la cantidad de cuprato 
inyectada y la temperatura de estabilización. En 2001, el grupo de T. Hyeon 
empleó Fe(CO)5 para sintetizar partículas de γ-Fe2O3 en dos pasos3. En el 
primero de ellos se llevaba a cabo la síntesis de partículas de Fe en octil éter 
en presencia de ácido oleico o láurico inyectando en caliente el precursor. 
En el segundo las partículas de Fe eran oxidadas a γ-Fe2O3 con óxido de 
trimetilamina (CH3)3NO). Si la oxidación se llevaba a cabo en el mismo 
paso que la síntesis, las partículas resultantes poseían una ancha 
distribución de tamaños. El tamaño medio de las partículas resultantes se 
situaba entre 4 y 16 nm en función de la relación Fe: surfactante. 
 La técnica de inyección en caliente está muy generalizada para 
sintetizar partículas ya que al inyectar los precursores se produce una gran 
saturación en el medio de reacción que da lugar a una nucleación 
instantánea4. La consiguiente bajada de la temperatura de la reacción tras la 
inyección asegura la separación de los procesos de nucleación y 
crecimiento, evita posibles nucleaciones secundarias y permite la obtención 
de partículas muy uniformes5. Sin embargo, esta técnica presenta alguna 
desventaja como es el empleo de precursores volátiles muy tóxicos como 
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son los carbonilos que requieren el empleo de montajes experimentales 
especiales para llevar a cabo la síntesis. Además, para la síntesis de óxidos 
de hierro a partir de carbonilos es necesario el empleo de dos etapas.  
 Uno de los desafios que se planteaba entonces era la síntesis de 
partículas de óxidos de Fe en una sola etapa. Por ello, en el año 2002, el 
grupo de S. Sun sintetizó partículas de Fe3O4 en una sola etapa. Para ello 
empleó la técnica de calentamiento progresivo de los reactivos utilizando 
como precursor orgánico el acetilacetonato de Fe, como surfactantes el 
ácido oleico y la oleilamina y como disolvente el fenil éter obteniendo 
partículas de 4 nm6. Estas partículas posteriormente crecían de tamaño 
utilizándolas como semillas en la reacción alcanzándose tamaños de hasta 
20 nm7. En el 2004, el grupo de V. L. Colvin fue el primero en sintetizar 
partículas de un tamaño mayor de 20 nm utilizando como precursor 
inorgánico, un oxihidróxido de Fe (FeO(OH))8. Este reactivo fue calentado 
en 1-octadeceno en presencia de ácido oleico generándose así un complejo 
Fe: acido oleico que a elevadas temperaturas se decompone dando lugar a 
 
Figura 1. Esquema general de la síntesis de magnetita/maghemita a partir de los diferentes reactivos 
en disolventes orgánicos apolares. 
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las partículas de Fe3O4 de 30 nm. Ese mismo año, los grupos de T. Hyeon y 
X. Peng sintetizaron partículas de Fe3O4 utilizando oleato de Fe como 
precursor9, 10. Este oleato de hierro, que no es un producto comercial, fue 
sintetizado en una etapa previa a la síntesis a partir de FeCl3 y oleato sódico 
en el caso del grupo de T. Hyeon o ácido oleico y NaOH en el caso del 
grupo de X. Peng. En ambos casos se han obtenido partículas de hasta 50 
nm.  
 La variación del tamaño de partícula con la cantidad de precursor 
utilizado no está clara. El grupo de A. P. Alivisatos publicó que al aumentar 
la cantidad de Fe(CO)5 en la reacción, aumenta concentración de 
precursores y por lo tanto la saturación del sistema formándose así muchos 
núcleos quedando pocas especies precursoras para difundir a las partículas 
y promover su crecimiento11. Sin embargo cuando se parte de Fe(acac)3, al 
aumentar su concentración al doble las partículas pasan de 4 a 8 nm6, 12. 
Efecto del disolvente y surfactante 
 Dos variables muy utilizadas para cambiar el tamaño de partícula 
son el disolvente y el tipo de surfactante utilizado. Con el disolvente se ha 
observado que cuanto mayor es su punto de ebullición, mayor es el tamaño 
de las partículas pudiendo variar desde 5 nm empleando 1-hexadecano (p. 
eb. 274 °C) hasta 22 nm utilizando trioctilamina (p. eb. 365 °C)9.  
 En cuanto al surfactante utilizado, se ha observado que el tamaño 
final de partícula varía de manera contraria a la fuerza de enlace entre los 
átomos de Fe y el grupo funcional del surfactante utilizado. Por ejemplo, 
partículas sintetizadas a partir de la descomposición de Fe(CO)5 en o-
diclorobenceno poseen un tamaño medio de 6 nm con TOPO y 12 nm con 
dodecilamina13. La fuerza con la que se coordina el surfactante al hierro 
determina la temperatura de descomposición y el número de especies 
precursoras que posteriormente dan lugar a los núcleos o difunden a la 
superficie de las partículas en la etapa de crecimiento. La variación del 
tamaño de partícula con la relación molar Fe:surfactante también se ha 
estudiado empleando FeO(OH) como precursor y utilizando relaciones Fe: 
ácido oleico de 1:3 a 1:8. En este estudio se observó que el tamaño medio 
de partícula pasó de 7 a 28 nm8. Sin embargo, el grupo de Z. Li comprobó 
que, utilizando mPEG-COOH en lugar de ácido oleico, al doblar la 
cantidad el tamaño disminuye de 9,8 a 4 nm debido a que el polímero 
inhibe el número de núcleos formados así como dificulta la difusión de las 
especies precursoras a los núcleos durante la etapa de crecimiento14. 
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Efecto del semillado 
 Durante estos últimos años, más allá de encontrar las condiciones 
adecuadas para sintetizar partículas de magnetita o maghemita, se ha hecho 
especial hincapié en variar el tamaño y la forma de las partículas. Una de las 
estrategias seguidas ha sido la nucleación heterogénea, es decir, la obtención 
de partículas a partir de semillas previamente introducidas en la reacción. El 
grupo de S. Sun ha obtenido partículas de 8 y 10 nm partiendo de partículas 
de 6 y 8 nm utilizando Fe(acac)3, ácido oleico y bencil éter7. El tamaño de 
las partículas aumenta cuanto mayor es la masa de reactivos que se añaden 
a las semillas y disminuye cuanto mayor es el número de semillas. El grupo 
de T. Hyeon ha sido capaz de crecer partículas de nanómetro en 
nanómetro desde los 6 hasta los 13 nm sintetizando el precursor de las 
partículas de magnetita para luego hacer crecer con él a las semillas de 
magnetita previamente sintetizadas a partir de Fe(CO)515.   
1.2 Control de la forma 
 El control de la forma de las partículas de óxido de hierro depende 
principalmente del tipo y cantidad de surfactantes utilizados, la 
concentración de especies precursoras de partículas y la adición de algún 
tipo de impureza (Figura 2). Cuando la concentración de precursores es 
baja el crecimiento es controlado termodinámicamente y la forma de las 
partículas tiende a ser la esférica con el objetivo de minimizar su energía 
superficial16. Sin embargo, si la concentración de los precursores es alta, el 
crecimiento de las partículas es controlado cinéticamente y las especies 
precursoras se unen preferentemente a las caras cristalinas con mayor 
energía superficial dando lugar a partículas con formas diferentes a la 
esférica tales como por ejemplo cubos10 o tetraedros17. Los surfactantes 
tienen la capacidad de formar una esfera dinámica de coordinación en la 
superficie de las partículas durante el crecimiento ya que se adsorben y 
desorben continuamente4. La presencia de dodecilamina en octil éter 
cuando se inyecta Fe(CO)5 produce partículas de maghemita con una 
mezcla de formas de triángulos, esferas y diamantes13. El aumento en diez 
veces de la proporción de dodecilamina da como resultado partículas con 
forma hexagonal de mayor tamaño. Cuando el precursor es FeO(OH)10 o 
Fe (acac)318 el aumento de la proporción de ácido oleico con respecto a Fe 
hace que las partículas pasen de esferas a cubos.  
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Figura 2. Ejemplos de técnicas de síntesis para obtener partículas con forma distinta a la esférica. 
De arriba abajo; tetraedros, cubos, cubos huecos, esferas huecas y hexágonos. 
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 La introducción de oleato de sodio en la reacción induce también la 
formación de cubos19-21 aparte de corroer la superficie de las partículas, 
principal característica que poseen las sales de Molten. La forma de 
partículas más compleja publicada hasta la fecha es la de cubos huecos 
observada cuando se calentó estearato de hierro en presencia de ácido 
oleico y oleato sódico. En este caso y según los autores las partículas 
formadas son de Fe aunque dada la elevada proporción de átomos que se 
encuentran en la superficie no es descartable que haya presencia de 
maghemita o magnetita en ella.  
 Otro ejemplo de estructura compleja es la síntesis de esferas huecas 
de Fe@γ-Fe2O3 y Fe3O4 a partir de Fe(CO)5 a partir de la migración de 
iones metálicos desde el interior de la partícula hasta la superficie acoplada 
a la migración de los iones O2- o S2- al interior de la partícula por diferencias 
de difusividad (efecto Kirkendall) provocado durante la oxidación 
prolongada de las partículas a elevadas temperaturas22, 23.  
1.3 Síntesis de partículas hidrófilas 
 Una de las características que poseen estas partículas es que los 
surfactantes utilizados en la reacción quedan unidos a su superficie 
evitando la agregación por impedimento estérico ya que quedan las cadenas 
hidrocarbonadas orientadas hacia el disolvente por lo que solo son estables 
en medios apolares. Consecuentemente, estas partículas no se puedan 
aplicar para biomedicina sin tratamiento posterior. Con el fin de mejorar la 
estabilización en medio acuso, el grupo de M. Gao sintetizó partículas de 
Fe3O4 de 5 nm en una etapa utilizando Fe(acac)3 como precursor pero 
introduciendo como novedad un disolvente orgánico polar, la 2-pirrolidona 
que también hace la función de surfactante. Las partículas resultantes 
quedan recubiertas por estas moléculas que poseen grupos polares que 
permiten formar enlaces de hidrógeno con el agua24. El mismo grupo 
introdujo polietilenglicol mono y dicarboxilado en los extremos14, 25. El uso 
de disolventes orgánicos polares para la síntesis de nanopartículas de Fe3O4 
ha ido creciendo desde el 2004 hasta la actualidad y los más empleados son 
los glicoles. El grupo de E. Liu obtuvo partículas de magnetita 
descomponiendo Fe(acac)3 en trietilenglicol26 dando lugar a partículas de 8 
nm estables en agua. Por otro lado, el grupo de Y. Yin utilizó FeCl3 como 
fuente de los átomos de hierro y lo descomponían en dietilenglicol en 
presencia de PAA (ácido poliacrilacrílico) y NaOH que catalizaba la 
reacción27. Por último, el grupo de D. Caruntu y C. J. O’Connor empleó  
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quelatos de Fe-alcóxido y lo descompuso en presencia de etilenglicol y 
etanolamina para dar lugar a partículas de magnetita hidrófilas28, 29. 
 La mayoría de estos métodos de síntesis se han desarrollado y 
publicado en el transcurso de esta tesis lo que da una idea de lo novedoso 
del método aunque en todos los casos presentan una distribución de 
tamaños ancha que debe optimizarse en el futuro.  
2. Sección experimental 
2.1 Montaje experimental 
  Para la síntesis de las nanopartículas se han utilizado dos montajes 
experimentales; uno a pequeña escala con fines cualitativos para conocer el 
efecto de diversas variables experimentales en el tamaño final y su 
distribución. El otro montaje es a gran escala con el objeto de la 
producción masiva de nanopartículas de un tamaño concreto. 
  El montaje experimental a pequeña escala consta de una manta 
calefactora (FIBROMAN-N, Selecta), un matraz de tres bocas en forma de 
corazón de 50 mL (ref 62, Afora), una varilla de agitación de vidrio con 
terminación en forma de hélice (ref 1460/6, Afora), una pieza bifurcada 
con los brazos formando un ángulo de 105º (910, Afora) a los que se une 
un termómetro de varilla y un tubo refrigerante Liebig-West (ref 1559, 
Afora). Para agitar la mezcla de reacción se ha empleado un agitador 
mecánico (RZR1, Heidolph). 
 
Figura 3. Esquema general de la síntesis de magnetita en disolventes orgánicos polares. 
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  Para el montaje experimental a gran escala se ha empleado una 
manta calefactora con regulación de energía para matraces de 500 mL 
(LG2/ER, Isopad), un matraz reactor esférico de boca ancha con 
capacidad para 500 mL (ref 119, Afora), una tapa del matraz reactor con 
platina de 75 mm cnn 4 bocas (ref. 109/E, Afora), una varilla agitadora de 
vidrio en forma de áncora (1480/62, Afora), un refrigerante de bolas (ref 
1573, Afora) y el mismo agitador mecánico utilizado para el montaje 
experimental a pequeña escala. Con el fin de controlar la velocidad de 
calentamiento se ha utilizado un regulador de temperatura (e91, 
Eurotherm). 
  La síntesis de las nanopartículas se ha optimizado tanto en la 
elección del material del montaje experimental como en las condiciones 
experimentales de la síntesis para que ésta se lleve a cabo en las condiciones 
más homogéneas posibles.   
 
Figura 4. .Montajes experimentales utilizados para la síntesis de nanopartículas. 
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2.2 Síntesis de nanopartículas  
 En esta tesis se ha llevado a cabo la síntesis de nanopartículas de 
magnetita utilizando como precursores orgánicos del hierro el 
pentacarbonilo de hierro, Fe(CO)5, el acetilacetonato de hierro,(Fe(acac)3, y 
el oleato de hierro Fe(ole)3. 
 La velocidad de calentamiento escogida fue en general de 3 ºC/min. 
En el caso de las síntesis que parten de Fe(acac)3, la velocidad de 
calentamiento hasta los 200 ºC fue 3 ºC/min y una vez pasadas dos horas a 
esta temperatura, la subida hasta la temperatura de ebullición del disolvente 
se realizó a 10 ºC/min.  
Síntesis de magnetita a partir de pentacarbonilo de hierro 
 Para la síntesis de nanopartículas de magnetita se mezclaron 1,71 g 
(6 mmol) de ácido oleico y 20 mL de disolvente en un matraz y calentó 
bajo agitación mecánica3. Cuando la temperatura de la reacción alcanzó los 
100 ºC se añadieron 0,26 mL de Fe(CO)5 (2 mmol) y se siguió calentando 
hasta los 320 ºC (p. eb del 1-octadeceno) donde se mantuvo el reflujo 
durante 1 hora. A continuación se dejó enfriar hasta 130 ºC y añadieron 
0,68 g de (CH3)3NO) bajo corriente de nitrógeno. Pasadas 2 horas se cortó 
el flujo de N2 y volvió a subir la temperatura hasta los 320 ºC manteniendo 
la reacción durante una hora a reflujo.  
 
 
0 1 2 3 4 5 6 7
0
50
100
150
200
250
300
T 
(ºC
)
Tiempo (h)
Precursor utilizado
 Fe(acac)3
 Fe(oleat)3
 Fe(CO)5
Adición de 
(CH
3
)
3
NO
 
Figura 5. Variación de T en función del tiempo para la síntesis partiendo de diferentes precursores. 
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Síntesis de magnetita a partir de oleato de Fe (III) 
 La primera etapa de la síntesis de magnetita empleando Fe(ole)3 
como precursor es la formación de éste9. Para ello se añadieron 1,08 g (4 
mmol) de FeCl3•6H2O y 3,65 g de oleato sódico (12 mmol) a una mezcla de 
disolventes formada por 8 mL de EtOH, 6 mL de agua destilada y 14 mL 
de hexano. La mezcla se calentó a reflujo (p. eb del hexano, 70 ºC) durante 
unas 4 horas. Tras el término de la reacción se eliminó la fase acuosa y lavó 
la fase orgánica con agua varias veces para eliminar todo el NaCl que se 
haya podido quedar dentro y por último se eliminó el hexano de la fase 
orgánica rotando a vacío. 
 
NaClRCOOFeNaRCOOFeCl TAguaEtOHHexano +⎯⎯⎯⎯⎯⎯ →←+ −Δ+− 3.//3 )(  (1) 
 
 En la segunda etapa se disolvieron 1,8 g (2 mmol) de oleato de Fe 
en 20 mL de disolvente orgánico junto con 0,57 g de ácido oleico (relación 
molar 2:1 de Fe/oleico) y calentó a reflujo durante unos 30 minutos. Por 
último se enfrió lentamente la reacción hasta llegar a temperatura ambiente. 
Síntesis de magnetita a partir de acetilacetonato de hierro (III) 
 Se añadieron 0,71 g (2 mmol) de Fe(acac)3, 2,38 g (10 mmol) de 1,2-
hexadecanodiol, 1,69 g (6 mmol) de ácido oleico, 1,60 g (6 mmol) de 
oleilamina y 20 mL de disolvente óganico a un matraz de reacción7 y 
calentó bajo corriente de N2 hasta llegar a los 200ºC donde se mantuvo la 
temperatura durante 2 horas. Tras la etapa de estabilización a 200 ºC se 
aumentó la temperatura de la reacción en una atmósfera de N2 hasta el 
punto de ebullición del disolvente donde se mantuvo la reacción a reflujo 
durante unos 30 minutos. Por último se enfrió lentamente la reacción hasta 
llegar a temperatura ambiente. 
Lavado y purificación 
 Para obtener las nanopartículas en polvo se centrifugó la mezcla de 
reacción con etanol durante 15 minutos a 10000 rpm quedando las 
partículas coaguladas. El sobrenadante, que posee color amarillo y está 
compuesto por el disolvente y los surfactantes no unidos, se eliminó por 
decantación. El ciclo se aplicó varias veces hasta que el sobrenadante tuvo 
un color claro. Una vez eliminado el sobrenadante se le hizo pasar un flujo 
de N2 a las nanopartículas hasta que se quedaron secas.  
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 El secado de las nanopartículas es útil para la posterior 
caracterización mediante IR, DRX, magnetometría, espectroscopía 
Mössbauer. Sin embargo, para utilizar las partículas en procesos de 
modificación superficial es mejor disponer del ferrofluido ya que una vez 
que las partículas están secas son muy difíciles de volver a dispersar ya que 
se forman agregados irreversibles. Para obtener las partículas como 
ferrofluido sin presencia de impurezas, en vez de secar las partículas con 
nitrógeno se añade hexano y se vuelve a centrifugar dos veces con el fin de 
coagular posibles agregados de partículas y la pequeña cantidad de etanol 
que pudiese quedar presente. Para recuperar el ferrofluido puro se tomó 
toda la suspensión menos la parte inferior que contenían los agregados y el 
etanol. 
2.3 Caracterización 
 La microscopía de transmisión electrónica (TEM) se utilizó para 
medir el tamaño, forma y distribución de las partículas. Con la 
espectroscopía IR se estudió la presencia o no de surfactante y análisis 
termogravimétrico para conocer a qué temperatura y cuánta cantidad de 
surfactante poseen las partículas. 
3. Resultados y discusión 
3.1 Efecto del precursor de Fe 
 Para conocer la influencia del precursor en el tamaño final de 
partícula se ha llevado a cabo la síntesis de partículas de magnetita a partir 
de la misma concentración de Fe(CO)5, Fe(acac)3 y Fe(ole)3 en 1-
octadeceno. En la Figura 6 se puede observar que las partículas de mayor 
tamaño se han obtenido empleando Fe(ole)3 como precursor seguidas de 
las de Fe(acac)3 y las más pequeñas se han obtenido empleando Fe(CO)5. 
En los tres casos, existe un complejo intermedio que va a generar los 
núcleos aunque la forma de llegar a él es diferente y por esta razón existen 
diferencias de tamaño de partícula.  
 En el caso del Fe(ole)3, el complejo ya está formado a temperatura 
ambiente mientras que en el caso de Fe(acac)3 se genera a 200 ºC y su 
conversión no es total al ser una reacción de intercambio de ligando 
(Ecuación 2). 
 osSubproductoleFeoleicoÁcidoacacFe x +⇔+ ])([)( 33   (2) 
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 Por tanto, según la ecuación 3, al partir de Fe(ole)3 en la síntesis los 
núcleos formados poseen menor radio crítico (r*) que en el caso de partir 
de Fe(acac)3 debido al aumento de la sobresaturación (σ). 
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  Sin embargo, el tamaño final de las partículas partiendo de Fe(ole)3 
es mayor debido a que existe mayor concentración de complejo precursor 
que en el caso de Fe(acac)3 que contribuye al crecimiento de la partícula.  
 Al partir de Fe(CO)5 inyectado a elevada temperatura hace que la 
concentración de precursores aumente instantáneamente favoreciendo la 
nucleación. El número de núcleos generados es muy elevado y por lo tanto 
el crecimiento se resiente al quedar menos moléculas de complejo 
precursor y, por tanto, las partículas poseen menor tamaño. 
 Durante la tesis se ha llevado a cabo el estudio de la síntesis de 
nanopartículas de magnetita partiendo de Fe(acac)3 ya que se realiza en una 
sola etapa, lo que conlleva menos parámetros que controlar y se realiza en 
menos tiempo. El uso de Fe(CO)5 requiere un montaje experimental 
especial y su manipulación puede resultar nociva para la salud. En el caso 
 
Figura 6. Imágenes TEM y caracterización estructural de partículas de Fe3O4 sintetizadas en 1-
octadeceno a partir de Fe(CO)5, Fe(acac)3 y Fe (ole)3. Barra escala=50 nm 
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del Fe(ole)3 se ha descartado también por la dificultad para obtenerlo y para 
reproducir su síntesis que depende en gran medida del complejo inicial.  
3.2 Control del tamaño y uniformidad de las partículas utilizando 
Fe(acac)3 
 Como se describe en el Apéndice III, para la obtención de 
partículas uniformes es necesario el control de las etapas de nucleación y 
crecimiento. En la publicación de la síntesis de nanopartículas de Fe3O4 
partiendo de Fe(acac)3 por parte del grupo de S. Sun7 existe una etapa en la 
reacción en la que la temperatura se mantiene a 200 ºC. Si se mantiene esa 
temperatura durante 30 minutos, tal y como está publicado, se obtienen 
partículas con una ancha distribución de tamaños (Figura 7, izqda). Sin 
embargo, tras aumentar el tiempo de estabilización a 2 horas se obtuvieron 
partículas monodispersas. Este resultado sugiere que esta etapa está 
relacionada con la nucleación. Sin embargo, al intentar obtener imágenes 
por TEM de la mezcla de reacción tras la etapa de estabilización no se 
observó presencia alguna de núcleos y si de un gel orgánico que dificultaba 
la visualización de la muestra. A su vez, la mezcla no reaccionaba al 
acercarle un imán lo que confirma la ausencia de núcleos magnéticos 
formados. 
 El seguimiento de la reacción por IR muestra que aparece una 
banda de absorción a unos 600 cm-1 que aumenta de intensidad con el 
tiempo y que es atribuida al enlace Fe-O30 (Figura 8). Después de 120 
minutos a 200 ºC, la forma del espectro es muy parecida a la del Fe(ole)3,  
 
 
Figura 7. Imágenes TEM de partículas de magnetita tras estabilizar la temperatura a 200 ºC 
durante 30 minutos y 2 horas. Barra escala=50 nm. 
 
2 horas30 min
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un complejo entre el Fe y el ácido oleico tal y como se puede observar en la 
Figura 8.  
 Por lo tanto, durante la parada a 200 ºC tiene lugar un intercambio 
entre el acetilacetonato y el ácido oleico dando lugar a un complejo entre el 
Fe y el ácido oleico que puede ser polinuclear31 tal y como se muestra en la 
ecuación 2. 
 Esta reacción es de cinética lenta ya que se necesita al menos dos 
horas para producir el complejo y es clave para controlar el tamaño final de 
las partículas. El complejo se descompondrá posteriormente al elevar la 
temperatura de la reacción dando lugar a los núcleos por lo que hace las 
veces de complejo precursor (en algunos artículos se refieren a esta especie 
como “monómeros”)31. 
 La otra etapa clave para controlar el tamaño final de partícula es la 
de crecimiento. Como se explica en el Apéndice III, el crecimiento de las 
partículas se produce por la formación de una capa dinámica de 
surfactantes en la superficie de las partículas que se adsorben y desorben 
continuamente. Para la obtención de partículas monodispersas es deseable 
500100015002000250030003500
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Figura 8. Espectros IR del Fe(ole)3 y de la mezcla de reacción estabilizada a 200 ºC a diferentes 
tiempos. 
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que el mecanismo que controle el crecimiento sea el de difusión de las 
especies precursoras a la superficie de los núcleos formados. 
 A continuación se muestra como se han modificado los parámetros 
experimentales de una síntesis estándar de Fe3O4 a partir de Fe(acac)3 para 
obtener partículas pequeñas, de tamaño medio y grandes. 
Obtención de partículas de pequeño tamaño (4-8 nm) 
 Una de las vías para obtener partículas pequeñas es la de disminuir 
la cantidad de complejo precursor formado desplazando la reacción a la 
izquierda (formación de menor cantidad de productos) (Ecuación 2). 
Aunque se formen menos núcleos con un diámetro más grande al 
disminuir la sobresaturación (σ) y aumentar la tensión superficial (γ) 
(Ecuación 3), durante el crecimiento hay menor cantidad de complejo 
disponible y el tamaño final de las partículas es pequeño.  
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 La reducción de la cantidad de complejo se puede hacer 
disminuyendo la concentración de Fe(acac)3 o bajando la relación Fe: ácido 
oleico a 1:1 obteniéndose partículas de alrededor de 5 nm (Tabla 1). Otra 
forma de producir menor cantidad de complejo Fe: ácido oleico es la de 
disminuir la temperatura de estabilización de la reacción de 200 a 160 ºC 
con el fin de no desplazar tanto la reacción a la formación de los productos 
(Ecuación 2). 
Tabla 1. Parámetros experimentales, tamaño medio y polidispersidad de las nanopartículas de 
pequeño tamaño. Cambio de parámetro con la síntesis estándar en color gris. 
[Fe(acac)3] 
M 
Relación molar 
Fe:oleico:oleilamina:
diol 
Disolvente Tª de estabilización
DTEM 
(nm) σ 
0,1 1:3:3:5 Fenil éter 200 ºC 3,8 0,20 
0,1 1:1:1:5 1-Octadeceno 200 ºC 5,1 0,18 
0,1 1:3:3:5 1-Octadeceno 160 ºC 6,1 0,19 
0,1 1:3:3:5 Bencil éter 200 ºC 6,4 0,12 
0,033 1:3:3:5 1-Octadeceno 200 ºC 8,1 0,17 
      
[Surfactante] (M) [Fe(acac)3] 
M Á. oleico TOPO Oleilamina Diol 
DTEM  
(nm) σ 
0,1 0,2 0,1 0,3 0,5 6,6 0,18 
0,1 0,3 ----- 0,3 1 7,1 0,15 
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 Otra vía que existe para producir partículas de pequeño tamaño es 
la de limitar el crecimiento utilizando disolventes de bajo punto de 
ebullición como el fenil éter (p. eb. 254 ºC) o el bencil éter (p. eb. 300 ºC) 
ya que la reactividad de las especies precursoras aumenta con la 
temperatura y difunden más rápidamente a los núcleos. Utilizando fenil y 
bencil éter se han obtenido partículas de 4 y 6,5 nm de tamaño medio 
respectivamente. 
 Aumentando la cantidad de diol en la reacción también se obtienen 
tamaños pequeños de partícula ya que se consigue bajar el r* al disminuir γ 
y, por tanto, los núcleos formados son más pequeños. En presencia de 
otros surfactantes en el medio como el ácido oleico o la oleilamina con 
mayor capacidad de coordinación con el Fe, el diol no forma complejos 
con éste. 
 
  
  
 
Figura 9. Imágenes TEM de partículas de magnetita de pequeño tamaño variando diferentes 
parámetros de la síntesis estándar. Barra de escala=50 nm. 
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Figura 10. Ligandos empleados normalmente durante la síntesis de nanopartículas de magnetita.  
 
 Una inhibición muy efectiva del crecimiento de las partículas se 
realizó introduciendo surfactantes con mayor capacidad de coordinación 
con el Fe que el ácido oleico como el óxido de trioctilfosfina (TOPO). 
Cambiando la tercera parte de ácido oleico por TOPO se obtienen 
partículas con un tamaño medio de 6,6 nm. A pesar de que el TOPO 
produzca mayor cantidad de complejo Fe (ole)x(TOPO)Y, el hecho de tener 
mucha afinidad por el Fe produce dos efectos. El primero es que se 
necesita mayor energía para descomponer el complejo y el segundo es que 
la capa dinámica que forma es más rígida y, por tanto, el crecimiento es 
parcialmente inhibido. Cuando se sustituye todo el ácido oleico por TOPO 
no se forman partículas debido a que el complejo Fe-TOPO es muy estable 
y no se descompone por debajo de la temperatura de ebullición de los 
disolventes utilizados.  
 
 
 
Tabla 2. Parámetros experimentales, tamaño medio y polidispersidad de las nanopartículas de 
tamaño medio. Cambio de parámetro con la síntesis estándar en gris. 
[Fe(acac)3] 
M 
Relación molar 
Fe:oleico:oleilamina :diol Disolvente 
DTEM  
(nm) σ 
0,1 1:3:3:5 Trioctilamina 9,2 0,12 
0,1 1:3:3:5 Octil éter 10,6 0,11 
0,1 1:2:2:5 1-Octadeceno 12,9 0,11 
     
[Surfactante] (M) [Fe(acac)3] 
M Á. oleico A. behénico Oleilamina Diol 
DTEM  
(nm) σ 
0,1 ----- ------ 0,3 0,5 8,0 0,22 
0,1 0,3 ------ ----- 0,5 9,1 0,14 
0,1 ------- 0,3 -------- 0,5 9,6 0,15 
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Obtención de partículas de tamaño medio (8-13 nm) 
 Una manera fácil de obtener partículas en torno a 10 nm es 
incrementando la cantidad de complejo Fe: acido oleico formada con 
respecto a la obtenida para partículas pequeñas. Por ejemplo, con una 
relación Fe:acido oleico 1:2 ya se obtienen partículas de 13 nm. Otra vía es 
la formación de complejos con ligandos que posean una buena capacidad 
de coordinación como el ácido oleico. Utilizando solo oleilamina el 
complejo formado sería Fe-oleilamina, que no estaría tan favorecido como 
el del oleico al poseer las aminas menor capacidad de coordinación y por 
tanto el tamaño final de las partículas sería menor que el que se ha obtenido 
empleando ácido oleico. 
 En cuanto a la etapa de crecimiento, el uso de disolventes orgánicos 
de puntos de ebullición elevados como el octil éter y la trioctilamina hace 
que se obtengan partículas en torno a 11 y 9 nm respectivamente. En este 
caso, llama la atención que un disolvente de tan elevado punto de ebullición 
como la trioctilamina (p. eb. 365 ºC) no de lugar a partículas de tamaños 
mayores de 15 nm. Esto es debido a que la trioctilamina posee grupos 
funcionales amino (Figura 12) con afinidad por el Fe que hace que el  
 
Figura 12. Imágenes TEM de partículas de magnetita de tamaño medio variando diferentes 
parámetros experimentales de la síntesis estándar. Barra de escala=50 nm  
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crecimiento se vea limitado. Por la misma razón, las partículas obtenidas 
utilizando octil éter (p. eb. 287 ºC) poseen mayor tamaño que las obtenidas 
en bencil éter ya que el octil éter posee menos grupos que se coordinen al 
Fe. Estos resultados indican que no solo el punto de ebullición sino que 
también la capacidad de coordinación con los iones Fe que tengan los 
disolventes determinan el tamaño final de las partículas. 
 Otra vía de limitar el crecimiento de las partículas es hacer la capa 
dinámica más rígida. La sustitución del ácido oleico (18 átomos de C) por 
ácido behénico (22 átomos de C) así como la eliminación de la oleilamina 
hace que la capa no sea tan flexible y el crecimiento de las partículas sea 
moderado.  
 
Figura 12. Estructura y grupos coordinantes de las moléculas utilizadas como disolvente. 
 
 
Figura 13. Imágenes TEM de partículas de magnetita de tamaño medio variando diferentes 
parámetros experimentales de la síntesis estándar. Barra de escala=50 nm.  
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Obtención de partículas de gran tamaño (13-16 nm) 
 Para obtener partículas con un tamaño medio mayor de 13 nm hay 
que aumentar considerablemente la cantidad de complejo Fe:oleico 
formado mediante el aumento de la concentración de Fe(acac)3 o la relación 
Fe: oleico a 1:3 o 1:5 (Tabla 3). 
 
 Si la función del oleico fuera la de actuar como surfactante, al 
aumentar la cantidad de éste el tamaño de partículas obtenido debería 
disminuir. Sin embargo, la tendencia es la contraria (el tamaño aumenta al 
aumentar la concentración de oleico) obteniendo partículas con un tamaño 
medio de 15 nm con una relación Fe:oleico 1 a 5. Esto apoya la teoría de la 
formación de un complejo intermedio [Fe(ole)3]X que determina tanto la 
nucleación como el crecimiento de las partículas. 
 Para obtener mayor tamaño de partícula, la cantidad de especies 
precursoras debe ser grande y, además, es necesario el empleo de 
disolventes de elevado punto de ebullición como el 1-octadeceno (p. eb. 
320 ºC) que además no posean grupos de coordinación con afinidad por el 
Fe. 
3.3 Estado de los surfactantes en la superficie 
 Con el fin de conocer el estado de las moléculas en la superficie de 
las partículas se ha realizado un estudio mediante espectroscopía IR de las 
partículas de magnetita y comparado con el espectro de las moléculas de 
ácido oleico y oleato de Na libre (Figura 14). Entre 1700 y 1400 cm-1 están 
presentes dos bandas de absorción a 1625 cm-1 y 1530 cm-1 debido al 
movimiento de tensión ν(C−Ο) del grupo carboxilo. Como se puede 
observar, esas dos bandas se encuentran a frecuencias menores que las 
correspondientes al enlace C=O del grupo carboxilo del ácido oleico libre 
(1715 cm-1) pero a mayor energía de la que le correspondería a un enlace 
sencillo C-O. Algunos autores han atribuido estas bandas al movimiento de 
tensión del enlace C=C9 pero esta asignación se ha descartado dado que no  
Tabla 3. Parámetros experimentales, tamaño medio y polidispersidad de las nanopartículas de gran 
tamaño. Cambio de parámetro con la síntesis estándar en gris; Síntesis estándar en negrita. 
[Fe(acac)3] 
M 
Relación molar 
Fe:oleico:oleilamina :diol Disolvente 
DTEM  
(nm) σ 
0,1 1:3:3:5 1-Octadeceno 13,7 0,13 
0,3 1:3:3:5 1-Octadeceno 14,5 0,11 
0,1 1:5:5:5 1-Octadeceno 15,1 0,10 
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aparecen en los espectros del ácido oleico ni del oleato. Si existiesen esas 
bandas de absorción se encontrarían solapadas por la de los carbonilos.  
 El hecho de que la diferencia de energía entre las dos bandas del 
grupo carboxilo sea menor de 110 cm-1 sugiere que el ácido oleico se 
encuentra coordinado a los átomos de Fe de la superficie de forma 
bidentada a través de los oxígenos32 (Figura 15). Este enlace es de tipo 
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Figura 14. Espectro IR de las nanopartículas sintetizadas y su comparación con el espectro de las 
moléculas libres de ácido oleico y oleato de Na.  
 
 
Figura 15. Estructura y modo de coordinación del ácido oleico en la superficie de las partículas de 
magnetita. 
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covalente coordinado ya que la energía a la que aparecen las bandas de 
absorción sugiere que el orden de enlace se encuentra entre uno y dos dado 
que la coordinación con los átomos de Fe ha dado lugar a una donación de 
densidad electrónica a los orbitales vacíos de los átomos metálicos. Por 
tanto, las moléculas de ácido oleico se encuentran unidas 
fundamentalmente a las nanopartículas debido a que poseen mayor afinidad 
por los iones Fe que los grupos amino. Por último la banda de absorción 
presente a 1100 cm-1 puede ser debida bien a flexiones del enlace C-O-H o 
bien a la presencia de algunas moléculas de oleilamina en la superficie, ya 
que esta banda puede asignarse al modo de tensión del enlace C-N.  
 Mediante análisis termogravimétrico también se ha podido 
corroborar que el enlace entre el ácido oleico y las nanopartículas es muy 
fuerte ya que su pérdida no se produce hasta alcanzar los 170 ºC en las 
partículas más pequeñas (4 nm) o 240 ºC en las partículas más grandes (14 
nm) (Figura 16). Esta variación de la temperatura a la que se empieza a 
perder el ácido oleico está relacionada con la fuerza del enlace que aumenta 
con el punto de ebullición del disolvente empleado durante la síntesis. 
 La pérdida del ácido oleico tiene lugar en dos pasos. El primer paso 
tiene lugar aproximadamente a unos 150 ºC. Un segundo paso es necesario 
para eliminar totalmente el ácido oleico y restos de carbón procedente de la 
descomposición de las cadenas hidrocarbonadas sobre la superficie de las 
partículas31. En este segundo paso, el carbón es oxidado a mayores 
temperaturas  
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Figura 16. Análisis termogravimétrico de nanopartículas de magnetita de diferentes tamaños. 
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completando así la eliminación del ácido oleico total de la superficie de las 
partículas.  
 A partir de las medidas de termogravimetría se ha podido calcular 
en qué proporción se encuentra formando parte el oleico de las 
nanopartículas. En todos los casos mostrados en la Figura 16 la 
estequiometría Fe:oleico del complejo precursor de las partículas es de 1:3 
molar. Sin embargo, lo que queda adherido a las partículas es mucho 
menos. Si se toma el cálculo del % de peso perdido (19,3 % para las 
partículas de 4 nm, 15,7 % para las de 6,5 nm, 7,5 % para las de 9 nm y 7,1 
% para las de 14 nm) y se pasa a moles de surfactante y compara con los 
moles de Fe existentes por partícula, se obtiene que la relación 
Fe:surfactante ha disminuido hasta 1:0,18 para las partículas de 4 nm y 
1:0,15 para las partículas de 14 nm. El exceso de oleico añadido en la 
reacción es necesario para formar el complejo inicial que controla la 
nucleación y crecimiento y solo un pequeño porcentaje de éste sirve para 
recubrir las partículas finales estabilizándolas en el disolvente orgánico. 
 De este estudio también se puede concluir que al aumentar el 
tamaño de partícula, la cantidad de surfactante unido a las nanopartículas es 
menor debido a su menor relación área/volumen. El área superficial que 
ocupan las moléculas de ácido oleico en la superficie de las nanopartículas 
disminuye desde 0,58 Ǻ2/molécula para partículas de 4 nm hasta 0,51 
Ǻ2/molécula para las nanopartículas de 14 nm ya que disminuye la 
curvatura de la partícula y, por tanto, las moléculas de ácido oleico, ocupan 
menos espacio. En todos los casos el área superficial por molécula es 
mayor de 0,20 Ǻ2, que es el área que ocupa una molécula de ácido oleico en 
 
Figura 17. Disposición de las moléculas de ácido oleico en la superficie de una partícula y de una 
lámina. 
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una superficie plana como una monocapa de Langmuir33(Figura 17). Se 
puede concluir por tanto que en la superficie de las nanopartículas se 
encuentra adsorbida una monocapa de ácido oleico. 
3.4 Mecanismo de reacción 
 Con todos los datos obtenidos anteriormente el mecanismo de 
reacción propuesto para la síntesis de nanopartículas de magnetita a partir 
de Fe(acac)3 es el siguiente. Todos los reactivos (precursor de Fe, 
surfactantes y disolvente) se mezclan a temperatura ambiente y el color de 
la mezcla de reacción es rojo. Cuando se alcanzan los 70 ºC el color de la 
mezcla de reacción cambia de rojo a negro debido a la reducción parcial de 
los iones Fe3+ a Fe2+ por parte del diol.  
 Posteriormente, alrededor de los 200 ºC, tiene lugar la reacción de 
intercambio entre el ligando acetilacetonato y el surfactante con mayor 
capacidad de coordinación al Fe para generar el complejo precursor de los 
núcleos. La estructura de este complejo es parecida a la de un complejo Fe-
surfactante que puede ser polinuclear31. Normalmente suele ser un ácido 
carboxílico (el ácido oleico es el más usado) aunque en ausencia de éste 
también se pueden formar complejos con la oleilamina o el diol. Esta 
reacción de intercambio no está totalmente favorecida y es de cinética lenta 
por ello es necesario una etapa en la que se estabiliza la temperatura. La 
producción de especies precursoras aumenta al aumentar la cantidad de 
surfactante, precursor, la capacidad de coordinación del ligando con mayor 
afinidad al Fe y la temperatura de estabilización.  
 La temperatura de estabilización no debe ser mayor que la 
temperatura a partir de la cual se produce la nucleación para que no 
coincidan en el tiempo la nucleación y el crecimiento. Este hecho se 
reflejaría en una distribución ancha de tamaños de las partículas o en una 
distribución bimodal.  
 La temperatura se debe mantener un mínimo de tiempo (dos horas) 
hasta que la velocidad de generación de las especies precursoras sea nula. 
Una vez se hayan generado los precursores de las partículas, la temperatura 
se eleva hasta el p. eb. del disolvente. La subida de la temperatura debe ser 
suave y su aumento provoca la descomposición de las especies precursoras, 
resultando en núcleos de magnetita (E>ΔG*). La estructura del núcleo de 
magnetita es como una partícula pequeña, del tamaño de varias celdillas 
unidad que se encuentra rodeada de moléculas de surfactante34. El proceso 
de nucleación es instantáneo y suele ser detectado por pequeñas 
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explosiones en el interior del matraz de reacción que corresponden a la 
descomposición de los complejos Fe-ácido oleico.  
 A continuación los surfactantes que rodean los núcleos actúan 
como una capa dinámica superficial en la que se están adsorbiendo y 
disolviendo iones Fe continuamente. La velocidad de crecimiento y por lo 
tanto el tamaño y forma final de la nanopartículas vendrá dada por la 
composición de esta capa dinámica de surfactantes. Esta composición de la 
capa dinámica vendrá dada por la mezcla inicial de surfactantes en la 
reacción, estando normalmente en mayor proporción los que mayor 
capacidad de coordinación con el Fe tengan. El crecimiento será mayor 
cuanto más flexible sea esta capa, es decir, cuando aumente la proporción 
de ligandos con menor capacidad de coordinación a los átomos de Fe.. El 
proceso de crecimiento tiene lugar en los primeros minutos del reflujo. 
Durante el tiempo restante se dan procesos como la maduración de 
Ostwald, en la que se estrecha la distribución de tamaños, y la 
recristalización que mejora el orden cristalino. 
 En este tipo de síntesis, el precursor de hierro de naturaleza 
orgánica va a dar lugar a las nanopartículas de magnetita a altas 
    
Figura 18. Mecanismo de reacción utilizando Fe(acac)3 como precursor.   
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temperaturas a través de una especie intermedia que es la que finalmente se 
descompone para dar lugar a las nanopartículas.  
 El disolvente donde se lleva a cabo la reacción debe ser de alto 
punto de ebullición para permitir la descomposición térmica de las especies 
precursoras a alta temperatura (Figura 18). El hecho de que se alcancen 
elevadas temperaturas hace que se obtengan partículas muy cristalinas ya 
que los átomos poseen la suficiente energía para ordenarse dentro de la 
nanopartícula. Los disolventes empleados suelen ser éteres de larga cadena 
(fenil éter, bencil éter, octil éter) o hidrocarburos alifáticos (docosano, 
eicosano, tetracosano) o con algún doble enlace (1- octadeceno, escualeno). 
El disolvente sirve como medio de dispersión a las partículas obtenidas ya 
que su naturaleza es hidrófoba y las cadenas hidrocarbonadas de los 
surfactantes se orientan hacia el medio. 
 Los surfactantes juegan varios papeles clave como la formación de 
especies precursoras de los núcleos de magnetita, la reducción de la energía 
superficial de las partículas y por tanto la disminución de r*, el control del 
crecimiento de las partículas mediante la formación de una capa dinámica 
alrededor de los núcleos en la que las moléculas se adsorben y desorben de 
la superficie y la estabilización final de las partículas en medio orgánico35. 
La parte polar se une a la superficie de las partículas quedando la cadena 
apolar orientada hacia el exterior sirviendo así de barrera estérica que evita 
el fenómeno de agregación al apantallar las interacciones dipolares y de van 
der Waals que existen entre las partículas. 
4. Conclusiones 
 En este capítulo se ha pormenorizado las características del método 
de síntesis de nanopartículas por descomposición térmica en presencia de 
surfactantes y en medio orgánico haciendo hincapié en el papel que juegan 
tanto los precursores de Fe, los surfactantes, los disolventes y los 
parámetros de la reacción. Variando cada uno de los parámetros se han 
podido obtener nanopartículas de magnetita con un tamaño medio 
comprendido entre 4 y 18 nm observándose que el tamaño de partícula 
disminuye cuanto menor es la cantidad de precursor utilizada, menor punto 
de ebullición del disolvente empleado o menor relación Fe:surfactante por 
ejemplo. También se ha observado que las nanopartículas sintetizadas por 
este método están totalmente o en su mayoría recubiertas por una 
monocapa de ácido oleico que está unido covalentemente a la superficie de 
éstas. 
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RESUMEN 
 En este capítulo se han evaluado las propiedades magnéticas en 
función del tamaño y la fase en partículas de magnetita con un tamaño 
medio entre 4 y 18 nm sintetizadas por descomposición térmica y, en 
algunos casos oxidadas. Mediante la realización de curvas de magnetización 
a diferentes temperaturas se ha observado que la mS aumenta con el tamaño 
de partícula alcanzando valores muy próximos a las del material masivo 
incluso a tamaños de 5 nm. La TB se ha calculado mediante 3 métodos 
distintos: ZFC/FC, curvas de m frente a H/T y variación de mR/mS con la 
temperatura, siendo este último el que mejor se ajusta a la realidad ya que 
considera toda la fracción de tamaños en las partículas y no la fracción de 
partículas más grande como en el caso de los dos primeros. La temperatura 
de transición a ferromagnético aumenta con el tamaño de partícula. Los 
bajos valores de TB y el buen ajuste a las curvas predichas por Langevin a 
RT denotan que las interacciones son mínimas debido a que las partículas 
se encuentran aisladas por moléculas de surfactante. Los espectros 
Mössbauer corroboraron la falta de interacciones entre las partículas y se 
detectó ausencia de spin canting superficial. La oxidación de las partículas a 
maghemita sin pérdida de surfactante dio como resultado el 
desplazamiento de los picos de difracción de rayos X de las nanopartículas, 
así como la aparición de bandas suplementarias a las principales en el 
espectro IR. Por Mössbauer se determinó la fase de óxido de hierro en los 
casos extremos (partícula grande de magnetita o partículas de maghemita 
oxidadas por calentamiento) mientras que en el caso de partículas 
pequeñas, debido al carácter nanocristalino de la muestra, no se puede 
determinar su grado de oxidación. 
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1. Introducción 
 La reducción del tamaño de los materiales a nivel nanométrico trae 
consigo la aparición de nuevas propiedades magnéticas dentro de los 
materiales1, 2.  
 Por debajo del tamaño de transición monodominio-multidominio 
(DCRIT), la energía necesaria para invertir el sentido del momento magnético 
es proporcional al volumen de la partícula. Si se sigue disminuyendo el 
volumen de partícula se llega a un segundo tamaño crítico (DS-F, transición 
de ferro a superparamagnético) en el que la energía térmica es suficiente 
para invertir la dirección del momento dipolar. Por debajo de ese tamaño y 
en ausencia de campo los dipolos están alineados al azar por lo que la 
magnetización resultante del material será 0 (superparamagnetismo) 
(Apéndice IV). 
 Aparte de la dependencia de las propiedades magnéticas con el 
volumen de la partícula, la presencia de iones de Fe en la superficie que 
crece a medida que disminuye el tamaño de partícula es muy importante 
por debajo de 10 nm. Estos átomos tienen una naturaleza especial ya que 
poseen falta de simetría al no encontrarse coordinados en todas las 
direcciones. Esto da lugar a una disminución de la magnetización del 
material en el caso de la maghemita y magnetita3 aunque en el caso de la 
hematites y la ferrihidrita la magnetización aumenta debido a que el origen 
de su imanación es el desorden y los defectos estructurales4. En el caso de 
las partículas de magnetita/maghemita sintetizadas por coprecipitación se 
ha observado también que los momentos magnéticos no se encuentran 
totalmente orientados con el campo magnético, fenómeno conocido en 
ingles como spin canting que podría ser debido a la formación de una capa 
magnética muerta en la superficie, presencia de impurezas en la estructura o 
defectos estructurales5-7. Sin embargo, para partículas metálicas se ha 
observado que en los átomos situados en la superficie, la estructura 
electrónica se ha modificado ya que el solapamiento de los orbitales ha 
disminuido y por tanto la magnitud del momento magnético ha aumentado 
la magnetización llegando a ser 50 % superior a la del material masivo8, 9. 
  Las propiedades magnéticas de las partículas también varían 
ligeramente al pasar de magnetita a maghemita. La mS disminuye al oxidarse 
la magnetita y las interacciones decrecen por lo que la TB también lo hace10 
si el recubrimiento no se ve degradado durante el proceso de oxidación 
(Apéndice II). Las condiciones en las que se desarrolla la síntesis de 
nanopartículas por descomposición térmica (atmósfera inerte, reductor 
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suave, disolvente orgánico) hacen pensar que son las más óptimas para la 
obtención de magnetita pura. Todo lo contrario ocurre con partículas de 
magnetita con tamaños inferiores a 8 nm producidas en fase líquida o en 
fase gas que se encuentran oxidadas totalmente a γ-Fe2O3 debido a la falta 
de recubrimiento de las partículas y a las condiciones de la síntesis11. 
 En este capítulo, partículas con tamaños comprendidos entre 4 y 18 
nm se han caracterizado por varias técnicas para determinar el efecto del 
tamaño de partícula y su fase en sus propiedades magnéticas. La elevada 
cristalinidad así como la presencia de magnetita en lugar de maghemita en 
las partículas hace interesante el estudio de sus propiedades magnéticas y 
como varían estas con el tamaño de partícula y la temperatura. Por otro 
lado la espectroscopía Mössbauer con campo aplicado hace posible 
determinar el estado de los espines y la presencia o no de cierto desorden 
estructural en el interior o en la superficie. En cuanto a la determinanción 
de la fase de óxido de hierro se han empleado las técnicas de 
caracterización de difracción de rayos X y espectroscopía IR además de la 
espectroscopía Mössbauer para determinar el grado de oxidación y la 
distribución de los cationes en sitios octaédricos y tetraédricos de las 
partículas óxido de hierro12-17. 
2. Sección experimental 
2.1 Síntesis de nanopartículas 
  Las partículas se han sintetizado mediante el método de 
descomposición térmica en medio orgánico. Debido al gran número de 
muestras presentado no se ha detallado las características de la síntesis y 
por tanto se ha referido a ellas por el tamaño de partícula.  
 La oxidación de las partículas de magnetita a maghemita se llevó a 
cabo calentando a una temperatura de 150 ºC durante 3 horas en presencia 
de aire para obtener las partículas en fase maghemita renombrándose 
respectivamente G5 y G17. 
2.1 Caracterización 
 La caracterización magnética de las partículas se ha llevado a cabo 
mediante la técnica VSM a partir de la realización de curvas de 
magnetización y medidas ZFC/FC y la espectroscopía Mössbauer a partir 
del registro de espectros a distintas temperaturas y en ausencia o presencia 
de campo magnético externo aplicado. También se ha empleado el análisis 
termogravimétrico para conocer la masa magnética de las partículas con 
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respecto al total y para seguir la variación de la masa de partículas en el 
proceso de oxidación de magnetita a maghemita. 
 Las técnicas de caracterización empleadas para realizar el estudio de 
la fase de óxido de hierro de las nanopartículas fueron la difracción de 
rayos X, la espectroscopía IR y la espectroscopía Mössbauer. 
Adicionalmente se empleó el TEM para conocer la morfología de las 
partículas. 
3. Resultados y discusión 
3.1 Efecto del tamaño en las propiedades magnéticas 
 En la Figura 1 se muestra los valores de mS frente al volumen medio 
de partícula de las muestras más representativas sintetizadas durante la tesis. 
Como es de esperar, la mS disminuye al disminuir el volumen de partícula 
aunque la variación es mayor cuando el tamaño de partícula es menor de 9 
nm debido a que la relación de los átomos superficiales con respecto a los 
del volumen disminuye rápidamente18. Cuando el tamaño es mayor de 9 nm 
los valores de mS alcanzados son muy similares a los del material masivo, 
sobre todo a tamaños de partícula de 14 nm donde el valor de mS es el 90 % 
del material masivo a temperatura ambiente19. La elevada cristalinidad de las 
partículas  y el hecho de que los átomos de Fe de la superficie estén unidos 
a moléculas de ácido oleico son los responsables de estos valores tan altos 
de mS(Tabla 1). 
 
 
Figura 1. Valores de ms en función del volumen y tamaño de partícula a; Izqda) Temperatura 
ambiente; Dcha) 5 K. 
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 En la Figura 2 se muestran los ciclos de magnetización de partículas 
con un tamaño entre 4 y 14 nm. A temperatura ambiente (RT) todas las 
muestras poseen un comportamiento superparamagnético. Los valores de 
χini aumentan a medida que aumenta el tamaño de las partículas (Tabla 1) ya 
que el número de momentos magnéticos que se alinean con el campo crece. 
A 5 K las muestras poseen comportamiento ferromagnético y la 
coercitividad nunca supera los 500 Oe (Tabla 1), que es mucho menor que 
el que poseen partículas de tamaños similares sintetizadas por otros 
métodos que conducen a partículas de menor cristalinidad20. También se 
puede observar que los valores de coercitividad aumentan al aumentar el 
tamaño de partícula por lo que se puede deducir que la anisotropía 
superficial no es el origen de la coercitividad ya que si esto fuese así la 
tendencia sería la opuesta21.  
 
 La magnetización por celdilla unidad de las partículas de magnetita 
a temperatura ambiente aumenta desde los 21,3 μB para las partículas más 
pequeñas hasta los 27,3 μB de las partículas más grandes. A 5 K, los valores 
 
Figura 2 Curvas de magnetización a temperatura ambiente (RT) y a 5K de partículas de diferentes 
tamaños. 
Tabla 1. Propiedades estructurales y magnéticas de partículas con distinto tamaño de partícula. 
Propiedades magnéticas 
5K                           RT DTEM 
(nm) σ 
DXRD 
(nm) mS 
(emu/g) 
Hc  
(Oe) 
mS  
(emu/g) 
χini 
(emu/gT) 
DMAG 
(nm) 
3,8 0,20 5,1 79 275 62 400 4,1 
6,4 0,12 7,3 84 330 73 640 6,2 
9,2 0,13 11,9 87 320 75 1880 7,6 
14,2 0,11 18,5 89 490 82 2260 10,1 
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van desde 26,3 μB hasta los 29,6 μB, valores que se encuentran muy 
próximos al teórico (32 μB) lo que denota la alta cristalinidad de las 
partículas y la disminución de los efectos de superficie debido 
probablemente a la presencia del ácido oleico en la superficie. 
 La comparación de las curvas experimentales con las curvas 
predichas por la función de Langevin para partículas con tamaños medios 
entre 4 y 14 nm a temperatura ambiente es bastante buena (Figura 3). Esto 
se puede explicar porque los dipolos magnéticos de las partículas rotan 
coherentemente orientándose al aplicar el campo y existe una disminución 
importante de interacciones dipolares debido a que las moléculas de 
surfactante están recubriendo las partículas aislándolas unas de otras22.  
 Existen pequeñas diferencias que son debidas a distribución de 
tamaños en las muestras. Por ello se observa que al disminuir el campo 
magnético desde su valor máximo, el valor de m disminuye por debajo de lo 
que predice la función de Langevin ya que las partículas más pequeñas son 
las primeras en relajar sus dipolos magnéticos por acción de la temperatura. 
Sin embargo, cuando el campo magnético se acerca a 0, son las partículas 
más grandes las que quedan por relajarse y por ello el valor de la 
magnetización es mayor al predicho por la función de Langevin.  
 El registro de los ciclos de magnetización de las partículas 
suspendidas en hexano y congeladas en N2 líquido (Figura 4) sigue la misma 
tendencia que los polvos en lo que se refiere a su comparación con la curva  
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Figura 3. Ajuste de los ciclos de magnetización de partículas de distintos tamaños a la función de 
Langevin. 
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de Langevin. Tanto en partículas grandes como en pequeñas, la χini es más 
grande que la predicha por el modelo de Langevin debido a la contribución 
de la fracción de partículas que poseen un tamaño de partícula mayor que el 
tamaño medio. No hay efectos de relajación de los dipolos magnéticos 
mediante mecanismos brownianos ya que el hexano se encuentra en estado  
sólido durante la medida. Cuando la distancia entre partículas aumenta, es 
decir, cuando las partículas se encuentran diluidas 5 veces con respecto a la 
suspensión original, la χini disminuye y la aproximación a saturación se 
realiza a campos mayores ya que la interacción entre las partículas es 
menor. La aproximación a saturación necesita de un mayor campo aplicado 
ya que son las partículas más pequeñas las que quedan por magnetizar. 
 Existen tres métodos para calcular la temperatura de transición de 
ferromagnético a superparamagnético: representar las curvas de m frente a 
H/T, ciclos ZFC/FC y medidas de mR/mS frente a la temperatura. 
 La representación de m frente a H/T se realizó para partículas de 5 
y 11 nm de tamaño medio para comprobar hasta que temperatura poseen el 
comportamiento descrito por Langevin. En la Figura 5 se puede observar 
que la temperatura a partir de la cual empiezan a superponerse las curvas de 
m frente a H/T aumenta al aumentar el tamaño de 5 a 11 nm. Para 
partículas de 5 nm las curvas se superponen a temperaturas mayores de 100 
K mientras que para las partículas de 11 nm se superponen a temperaturas 
mayores de 200 K23 como cabría esperar ya que al aumentar el tamaño 
aumenta la energía de anisotropía. 
 
Figura 4. Curvas de magnetización registrada a temperatura ambiente de partículas de magnetita de 
5 y 13 nm en polvo y en suspensión a distintas diluciones y la curva predicha por Langevin. 
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 Siguiendo la misma tendencia, en la Figura 6 se muestran las curvas 
ZFC/FC para partículas de magnetita de 5, 7 y 11 nm donde se puede 
observar que la TM aumenta con el tamaño de partícula. El valor de TM 
(temperatura del máximo de m en la rama ZFC) para partículas de 5 nm se 
encuentra a 25 K, que es muchísimo menor que el encontrado para 
partículas de tamaño similar sintetizadas por coprecipitación24, 25. Esta 
disminución de la TM se debe a la disminución de las interacciones entre 
partículas por la capa de moléculas de ácido oleico y su alta cristalinidad 
comparada con la de las partículas de coprecipitación que son menos 
cristalinas y poseen mayor contribución de la anisotropía superficial26. El 
hecho de que en la curva ZFC, la m aumente rápidamente desde 0 K hasta 
la TM se debe a la estrecha distribución de tamaños que poseen las 
partículas. Además, la m de la curva FC disminuye ligeramente al aumentar 
la temperatura lo que permite deducir que, a pesar de que las interacciones  
 
 
Figura 5. Curvas de magnetización frente a H/T para partículas de magnetita de 5 y 11 nm.  
 
Tabla 2. Cálculo de los tamaños magnéticos utilizando varios tipos de medidas
Medición DTEM (nm) TB (K) DMAG (nm) 
5 100 18,1 H/T frente a T 11 200 22,9 
5 25 11,4 
7 75 16,4 ZFC/FC 
11 150 20,8 
5 8,5 8,0 mR/mS frente a T 11 82 17,0 
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dipolares entre partículas están presentes, su magnitud ha disminuido 
mucho debido al aumento de la distancia entre partículas. Sin embargo, 
para partículas de 7 y 11 nm, el valor de m permanece constante en las 
curvas FC al calentar debido a que, a pesar de que las partículas estén 
aisladas por ácido oleico, éstas poseen un tamaño suficientemente grande 
para que su interacción sea importante a pesar del recubrimiento (Apéndice 
IV). 
 Finalmente, en las medidas de decaimiento de la remanencia en 
función de la temperatura (Figura 7) las partículas de 5 nm tienen una TB de 
8,5 K y para partículas de 11 nm de 82 K. Estos valores son muy inferiores 
a los obtenidos para partículas de similar tamaño sintetizadas por 
0 50 100 150 200 250
0
1
2
3
D
TEM
=5 nm
D
TEM
=7 nm
 m
 (a
.u
.)
Temperatura (K)
D
TEM
=11 nm
H=100 Oe
 
Figura 6. ZFC/FC de partículas de magnetita de distinto tamaño. 
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Figura 7. Valor de mR/ms en función de la temperatura para muestras con tamaños de partícula 
medio de 5 y 11 nm. 
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coprecipitación debido a la ausencia de interacciones entre las partículas y a  
 la ausencia de anisotropía superficial26. Esta forma de medir la temperatura 
de bloqueo es mejor que la del ZFC/FC y la representación de m frente a 
H/T ya que los valores obtenidos de DMAG son más parecidos al diámetro 
medio de las partículas (DTEM). Esto es debido a que los dos primeros 
métodos están dominados por la fracción de partículas más grandes 
mientras que la medida de mR/mS frente a T considera todas las partículas. 
Aun así, el tamaño calculado a partir de TB es mayor que el observado por 
TEM probablemente debido a la existencia de interacciones. 
 En la Figura 8 se representan los espectros Mössbauer de partículas 
de magnetita con tamaños medios comprendidos entre 5 y 17 nm. Para las 
partículas de 5 nm el espectro se compone de un singlete central debido a 
que las partículas poseen un tamaño muy pequeño y una gran fracción de 
ellas poseen un tiempo de relajación que es ligeramente inferior a la ventana 
de tiempos de la técnica. Este singlete posee cierta anchura producida por 
la distribución de tamaños de las nanopartículas que, aunque en el caso de 
partículas sintetizadas por el método de descomposición no es muy grande, 
esta técnica es muy sensible a la hora de detectarlo. Según aumenta el 
tamaño de las partículas este singlete se ensancha (6,5 nm) ya que crece la 
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Figura 8. Espectros Mössbauer registrados a temperatura ambiente para partículas de magnetita con 
distintos tamaños. 
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fracción de partículas que relaja sus dipolos magnéticos con un tiempo de 
relajación similar a la ventana de tiempos de la técnica. 
 A medida que aumenta el tamaño de partícula, la fracción de 
partículas que dan lugar a sextetes magnéticos aumenta y la desaparición del 
singlete es total en partículas con un tamaño medio de 13 nm. Para 
partículas mayores el espectro se ajustó con 2 sextetes correspondientes a 
los huecos tetraédricos y octaédricos. El registro de espectros Mössbauer a 
temperatura ambiente de partículas de magnetita de diferente tamaño 
permite estimar que aproximadamente partículas cercanas a los 9 nm de 
tamaño medio poseen una temperatura de bloqueo (TB) similar a la 
ambiental ya que el porcentaje de área correspondiente a los sextetes 
magnéticos es del 50 %. La TB medida mediante espectroscopía Mössbauer 
es siempre del orden de 5-7 veces la medida mediante VSM y obedece 
simplemente a las diferentes ventanas de tiempos de medida de las dos 
técnicas27. Estos resultados corroboran los obtenidos mediante medidas del 
decaimiento de la remanencia en función de la temperatura (Figura 7) 
donde partículas de 11 nm tienen una TB de 82 K. 
 
 
Figura 9. Espectros Mössbauer de partículas de magnetita de 5 y 17 nm registrados a diferentes 
temperaturas. 
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 Los espectros Mössbauer de partículas de magnetita de 5 y 17 nm 
registrados a diferentes temperaturas se encuentran representados en la 
Figura 9. Mientras que para las partículas pequeñas, la transición al 
ferromagnetismo transcurre cerca de los 80 K, en el caso de las partículas 
más grandes, éstas se encuentran ya bloqueadas a temperatura ambiente. 
También se puede observar en los espectros registrados a 16 K, ajustados a 
5 sextetes al estar por debajo de la TV (temperatura de transición de 
Verwey), que las líneas de los sextetes son más anchas y el campo hiperfino 
es menor en el caso de las partículas de 5 nm (Tabla 2) a consecuencia del 
efecto de tamaño de partícula (relación átomos superficiales/átomos 
totales)28. 
Tabla 3. Parámetros de ajuste de los espectros Mössbauer registrados a 16 K para partículas de 
Fe3O4 de 5 y 17 nm. 
 5 nm 17 nm 
Componente δIS (mms-1) Bhf  (T) Area (%) δIS  (mms-1) Bhf(T) Area (%) 
Sextete 1 0,62 51,4 18 0,49 53,5 27 
Sextete 2 0,39 51,1 20 0,65 51,7 22 
Sextete 3 0,43 49,1 45 0,37 51,4 34 
Sextete 4 0,47 46,7 8 1,04 45,8 12 
Sextete 5 0,77 43,9 9 1,13 40,5 5 
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Figura 10. Espectro Mössbauer de partículas de magnetita de 6,5 nm a 4,2 K en ausencia y 
presencia de un campo magnético de 5 T perpendicular a los rayos γ. 
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 Para conocer el estado de los espines en la superficie de las 
partículas se han registrado los espectros Mössbauer de partículas de 6,5 
nm a 4 K con y sin campo aplicado (Figura 10). Como se puede observar 
en la Figura 10, la aplicación de un campo magnético externo consigue 
eliminar el solapamiento entre los sextetes octaédricos y tetraédricos debido 
a que la dirección y sentido del vector del campo magnético externo son los 
mismos que los del vector Bhf correspondiente a la subred tetraédrica y, por 
ello, Beff sale reforzada. Sin embargo, en el caso de la subred octaédrica, el 
vector Bhf se orienta en sentido contrario a la dirección del campo 
magnético y, por tanto, Beff disminuye de valor respecto a Bhf. 29-31. Reflejo de 
lo comentado anteriormente son los valores de Bhf y Beff obtenidos en el 
ajuste de los espectros que se encuentran registrados en la Tabla 4, además 
de los valores de δIS y el área relativa correspondiente a cada uno de los 
sextetes. Las medidas realizadas con una configuración perpendicular entre 
la radiación γ y el campo magnético han permitido obtener el ángulo que 
forman el vector de campo hiperfino de los espines de los átomos de hierro 
(Beff) con el vector de campo aplicado (Bapp).  
 El cálculo del aumento y disminución del campo efectivo 
respectivamente en la subred tetraédrica y octaédrica es de similar magnitud 
a la del campo magnético externo aplicado lo que es sinónimo de que 
espines de los átomos de hierro se alinean perfectamente con el campo 
magnético, hecho que no se había encontrado anteriormente para partículas 
de tamaños similares sintetizadas por coprecipitación o por pirólisis láser 
donde se calcularon inclinaciones de los momentos de fe en los huecos 
octaédricos cercanas a los 30º o incluso mayores32.  
 
 
Tabla 4. Parámetros de ajuste de los espectros Mössbauer de partículas de magnetita de 6,5 nm 
registrados a 4,2 K en presencia y ausencia de campo magnético. 
 δIS (mms-1) Bhf,eff (T) Area relativa (%) Subred asignada 
4 K     
Sextete 1 0,37 51,0 66 Tetraédrica 
Sextete 2 0,49 52,6 31 Octaédrica 
4 K, 5 T     
Sextete 1 0,37 56,6 66 Tetraédrica 
Sextete 2 0,49 47,7 31 Octaédrica 
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3.2 Efecto de la fase de óxido de hierro en las propiedades 
magnéticas 
 Nanopartículas de magnetita de 5 y 17 nm fueron transformadas a 
maghemita por calentamiento a 150 ºC y su oxidación se pudo seguir por 
termogravimetría (Figura 11). Al comenzar la reacción se ha registrado una 
bajada inicial a consecuencia de la pérdida de moléculas de agua que 
estuviesen fisiadsorbidas a las partículas. A partir de los 100 ºC el peso de la  
muestra aumenta a consecuencia del proceso de oxidación que sufren las 
partículas. Esta subida no es mayor del 1% y se registra a lo largo del 
tiempo que dura el calentamiento. Aunque después de las 3 horas a 150 ºC 
se completa la reacción de oxidación, una posterior subida de temperatura 
tiene como consecuencia una pérdida importante de peso debido al 
desprendimiento del ácido oleico de la superficie de las partículas. Por lo 
tanto, 150 ºC parece la temperatura ideal para llevar a cabo la 
transformación de las partículas a maghemita sin pérdida de las moléculas 
que recubren las partículas. 
 Como se puede observar en la Figura 12, las muestras M5 y M17 
consisten en nanopartículas muy uniformes en tamaño y forma. También 
se puede observar que las partículas se encuentran aisladas entre si por el 
recubrimiento de las moléculas de surfactante haciendo que haya una 
separación entre ellas de 3-4 nm. En las imágenes obtenidas por TEM de 
G5 y G17 muestran que no se ha llevado a cabo ninguna modificación en 
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Figura 11. Perdida de peso de M17 durante la transformación de magnetita a maghemita durante 3 
horas a 150 ºC. 
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cuanto al tamaño de las partículas pero las nanopartículas han perdido el 
ordenamiento al depositarse en la rejilla. Esto es debido a que en el 
calentamiento, aunque no se pierde recubrimiento tiene lugar una 
degradación parcial de las moléculas de ácido oleico alterándose la distancia 
entre partículas que ha disminuido. Esta degradación se hace más patente 
en el caso de las partículas más pequeñas ya que poseen mayor cantidad de 
surfactante.  
 Los difractogramas tanto de las muestras M5 como M17 (Figura 13) 
poseen picos de difracción que corresponden a los de la magnetita (ficha 
PCDS 19-0629)33. El cálculo del parámetro de red de ambas muestras 
utilizando la ley de Bragg34 dio unos valores de 8,38(2) Ǻ y 8,41(2) Ǻ 
respectivamente para M5 y M17 que son similares al parámetro de red de la  
 
 
Figura 12. Fotografías de M5, M17, G5 y G17 obtenidas por TEM. La barra de escala 
corresponde a 50 nm para M5 y M17 y 20 nm para G5 y G17. 
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magnetita. El tamaño de cristal (DDRX) de ambas muestras calculado a partir 
de la fórmula de Scherrer es de 5,8 y 18,0 nm, valores similares a los 
observados por TEM. Los difractogramas de rayos X correspondientes a 
las muestras G5 y G17 (Figura 14) presentan picos de difracción 
correspondientes también a una estructura cristalina tipo espinela inversa  
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Figura 13. Difractogramas RX de M5 y M17. (_) Las líneas corresponden a los picos de Fe3O4. 
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Figura 14. Difractogramas RX de G5 y G17; Izqda.) Difractograma de toda la región; Dcha) 
Ampliada la zona entre 30-50 º. (____) Picos correspondientes al difractograma de la magnetita 
como material masivo. 
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similares a los que presentan las muestras M5 y M17 pero con dos 
diferencias. La primera de ellas es que los picos de difracción de las 
muestras transformadas se encuentran desplazados ligeramente a la 
derecha. El parámetro de red calculado es de 8,36(2) y 8,35(2) Ǻ 
respectivamente para G5 y G17 más próximos al de la maghemita (8,34 Ǻ) 
que a la magnetita (8,39 Ǻ)35. La segunda diferencia es la aparición de picos 
de difracción a bajos ángulos (12-20 º) en la muestra G17. Estos picos 
corresponden a la formación de la superestructura de la maghemita36 y no 
se observan en G5 debido probablemente a su pequeño tamaño de cristal. 
 Mediante espectroscopía IR, representado en la Figura 15, se ha 
podido caracterizar y seguir el proceso de oxidación de las partículas. Los 
espectros IR de M5 y M17 presentan dos bandas de absorción a 580 y 390 
cm-1 debido a las vibraciones en la red de los enlaces Fe-O características de 
la magnetita37. En el caso de los espectros IR de G5 y G17 aparecen bandas 
adicionales a 635 cm-1 y 445 cm-1 debido al ordenamiento de las vacantes 
catiónicas durante la oxidación a maghemita36. Este ordenamiento trae 
consigo un cambio de simetría de cúbico a tetragonal que hace que 
aumente el número de modos de vibración activos. 
 La naturaleza de óxido de hierro se puede distinguir por difracción 
de rayos X para las partículas de 17 nm, mientras que para las partículas de 
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Figura 15. Espectro IR de las muestras M5, G5, M17 y G17. 
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5 nm la espectroscopía IR resulta de mayor utilidad. Sin embargo, la 
espectroscopía IR no puede determinar el grado de oxidación de las 
partículas ya que no hay cambios notables en la energía de las bandas de 
absorción al variar el grado de oxidación. 
 
Figura 16. Curvas de magnetización a RT y a 5K de las muestras M17, M5, G17 y G5. 
 
 La Figura 16 muestra las curvas de magnetización a RT y a 5 K de 
las muestras M5, G5, M17 y G17. Como era de esperar, los valores de mS 
más altos registrados corresponden a las partículas de magnetita de tamaño 
más grande (M17). Asimismo, los valores de mS siempre fueron menores 
para las partículas de maghemita que las de magnetita del mismo tamaño. A 
bajas temperaturas, la coercitividad es mayor para las partículas más 
grandes ya que los efectos de superficie son despreciables, pasando de 250 
a 400 Oe. Las partículas de maghemita muestran a su vez menor 
coercitividad que las partículas de magnetita del mismo tamaño de acuerdo 
con su menor anisotropía disminuyendo con el tamaño de partícula desde 
370 hasta 100 Oe. 
 En la Figura 17 se encuentran representados los espectros 
Mössbauer M17 y G17 medidos a temperatura ambiente. Ambos espectros 
se han ajustado a dos sextetes. Para M17, el primer sextete posee un δIS de 
0,32 mms-1 que corresponde a los iones Fe3+ en posición tetraédrica y 
representa el 27% del área total del espectro. El segundo sextete posee un 
desplazamiento isomérico de 0,50 mms-1 y se atribuye a los iones Fe 
situados en los huecos octaédricos representados como Fe+2,5 debido a la 
deslocalización de los electrones de un hueco a otro. Este segundo sextete 
contribuye al espectro total de las partículas con un 73% y es el responsable  
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del mayor ensanchamiento de las líneas del espectro con respecto a las 
líneas de G17. Otro dato que llama la atención es que el desplazamiento 
isomérico del segundo sextete es menor que el estipulado para el sextete de 
los iones Fe+2,5 de la magnetita como material masivo (δIS=0,66 mms-1). 
 Este hecho puede ser debido a que la magnetita no es 
estequiométrica y, por tanto, posee menos iones Fe2+ que la magnetita 
estequiométrica o bien porque para muestras con tamaños de partícula muy 
pequeño, el desplazamiento isomérico disminuye a valores más bajos 
respecto a los del material masivo38. 
 Para resolver esta duda y ajustar mejor el espectro se realizó un 
ajuste del espectro a un sextete discreto más una distribución de campos 
hiperfinos apropiada para un sistema de partículas con una distribución de 
tamaños muy pequeños. Realizando este ajuste, cuyos datos se encuentran 
registrados en la Tabla 5, se obtiene una relación estequiométrica entre los 
sitios octaédricos y los tetraédricos de 1,94, valor que está muy próximo al 
1,9 correspondiente a la magnetita estequiométrica31. Por tanto, el tamaño  
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Figura 17. Espectro Mössbauer de M17 y G17 registrado a temperatura ambiente. 
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nanométrico es el responsable de la disminución del δIS tal y como se había 
observado anteriormente y no la estequiometría. Estos resultados se han de 
tomar con cautela debido al carácter nanocristalino de la muestra que hace 
que las líneas se ensanchen y hace que su ajuste resulte complicado.  
 En cuanto al ajuste del espectro Mössbauer de G17, éste se 
compone de dos sextetes centrados en 0,32 y 0,33 mms-1 que corresponden 
a los iones Fe+3 tetraédricos y octaédricos que componen la maghemita. 
 En el espectro Mössbauer de la muestra M5 registrado a 
temperatura ambiente (Figura 18) se observa que domina un singlete 
debido a que las partículas poseen un tamaño suficientemente pequeño 
como para que el tiempo de relajación de los momentos magnéticos sea 
menor que la ventana de tiempos de medida de la técnica. Este singlete 
posee un δIS de 0,40 mms-1 que se encuentra entre los valores bibliográficos 
de δIS publicados para iones Fe+3 (0,26 mms-1) en posiciones tetraédricas y 
de los iones Fe+2,5 en posiciones octaédricas (0,67 mms-1, Apéndice II).  
 Para el caso de G5 la forma más adecuada de ajustar el espectro a 
RT es mediante un doblete paramagnético similar al observado para 
partículas de maghemita de similar tamaño. Este doblete posee un δIS de 
0,33 mms-1 y corresponde a los iones Fe+3 tanto de los huecos tetraédricos 
como octaédricos. Además se ha introducido en el ajuste la presencia de un 
singlete ya que el doblete se encuentra ensanchado probablemente debido 
al pequeño tamaño.  
 En el espectro Mössbauer registrado a 16 K de M5 (Figura 18) se 
puede observar un patrón muy diferente al registrado a temperatura 
ambiente ya que se compone de sextetes bien definidos correspondientes a 
partículas con sus momentos bloqueados. El ajuste de este espectro es muy 
complejo debido a que se ha registrado a una temperatura menor que la TV  
Τabla 5. Parámetros de ajuste de M17 utilizando; (A) 2 sextetes discretos; (B) Un sextete 
discreto+distribución de campos hiperfinos (HMFD). (a) Bhf es el valor medio de la distribución 
que posee un valor máximo de 43,8 T. 
 Componente δ IS 
(mm s-1)
2ε 
(mm s-1) 
Bhf 
(T) 
Area 
(%) 
Sextete Fetd+3 0,32 -0,02 46,9 27 
(A) 
Sextete Feoh+2,5 0,50 -0,02 43,0 73 
Sextete  Fetd+3 0,26 0,00 47,3 34 
(B) 
HMFD  Feoh+2,5 0,48 -0,02 38,8(a) 66 
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y por lo tanto los iones Fe poseen muchísimos más entornos de 
coordinación con diferente simetría (hasta 24)39. Este espectro se ha 
ajustado a 5 sextetes discretos como han propuesto otros autores 
anteriormente40, 41 y los datos del ajuste se encuentran en la Tabla 3.  
 Tres de los cinco sextetes del ajuste poseen un desplazamiento 
isomérico medio de 0,42 mms-1 correspondientes a Fe+3 y representan el 
73% del área total del espectro. Los otros dos sextetes, con δIS de 0,62 
mms-1 y 0,77 mms-1 respectivamente y un área del 27% entre las dos 
reflejan la contribución de los iones Fe+2 a la forma final del espectro. La 
diferencia de este espectro con el registrado para G5 es que la base de los 
sextetes se encuentra más ensanchados como consecuencia de la presencia 
de los iones Fe+2. Para la muestra G5 el ajuste del espectro es más sencillo 
ya que la maghemita no presenta la transición de Verwey. El espectro de 
G5 se ha ajustado a dos sextetes que poseen un desplazamiento isométrico 
de 0,46 mms-1 y 0,44 mms-1 con un área del 55% y 45 % respectivamente. 
 
 
Figura 18. Espectro Mössbauer de M5 y G5, A) registrado a temperatura ambiente; B)registrado 
a 16K 
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 La espectroscopía Mössbauer es muy sensible a la fase de óxido de 
hierro de las partículas, como se ha demostrado en este Capítulo. Debe 
tenerse en cuenta que, una vez que las partículas estén secas en condiciones 
ambientales, comienza rápidamente el proceso de oxidación como se ha 
comentado en la introducción. Además, el hecho de tener partículas de 
pequeño tamaño, donde gran proporción de los iones Fe se encuentren en 
la superficie, facilita este proceso. 
 En las partículas de mayor tamaño, la fase magnetita se encuentra 
presente en todo el volumen de la partícula mientras que para las partículas 
pequeñas, a pesar de las dificultades debidas a la falta de resolución espacial 
dado el carácter nanocristalino, es posible observar que la magnetita se 
encuentra ligeramente oxidada, hecho que es inusual para partículas de 
pequeño tamaño donde la oxidación progresa y el resultado final es siempre 
maghemita.  
4. Conclusiones 
 En este capítulo se ha realizado el estudio de las propiedades 
magnéticas de las partículas de magnetita sintetizadas por descomposición 
térmica en función del tamaño de partícula y la fase de óxido de hierro. La 
elevada cristalinidad de las partículas así como el hecho de que las 
moléculas de ácido oleico se encuentren covalentemente unidas a la 
superficie de las partículas son las responsables de la elevada magnetización 
de saturación (similar a la del material masivo), elevada respuesta magnética 
tras aplicar un campo magnético y bajos valores de HC a baja temperatura. 
Los ciclos de magnetización calculados por la función de Langevin a 
temperatura ambiente se ajustan bastante bien con los obtenidos 
experimentalmente debido a que al aplicar el campo magnético las 
partículas rotan individualmente e interaccionan débilmente entre ellas. A 
temperatura ambiente las partículas poseen comportamiento 
superparamagnético y la temperatura de transición al comportamiento 
ferromagnético depende del tamaño de partícula.  
 La técnica empleada en la medición de TB que mejor se ajusta a la 
realidad es la medida de mR/mS frente a T. Mediante este método se ha 
encontrado que la TB es de 8 K para las partículas de 5 nm y de 82 K para 
partículas de 11 nm Mediante espectroscopía Mössbauer la TB aumenta 
desde 160 K para partículas de 5 nm hasta la temperatura ambiente para 
partículas de 9 nm. Estas partículas no presentan inclinación de los 
momentos magnéticos superficiales ni internos según las medidas realizadas 
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en ausencia y presencia de campo por espectroscopía Mössbauer lo que 
justifica su elevado valor de mS y las hace muy interesante en sus 
aplicaciones. 
 Mediante las técnicas de difracción de rayos X, espectroscopía IR y 
espectroscopía Mössbauer es posible caracterizar la fase de óxido de hierro 
presente en las nanopartículas sintetizadas por el método de 
descomposición térmica. Las partículas de 17 nm son en su totalidad 
magnetita como así lo demuestran las medidas registradas por las diferentes 
técnicas de caracterización. Sin embargo para las partículas de 5 nm ha 
tenido lugar una pequeña oxidación como se puede observar en los 
espectros registrados por espectroscopía Mössbauer. En este último caso es 
muy difícil determinar el grado de oxidación de las partículas debido al 
carácter nanocristalino de la muestra. 
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RESUMEN 
 En este capítulo se han estudiado las propiedades estructurales y 
magnéticas de nanopartículas de magnetita del mismo tamaño obtenidas 
por distintos métodos. El mejor método para controlar el tamaño y la 
forma de las nanopartículas es el de descomposición en medio orgánico 
ya que permite obtener nanopartículas con un tamaño medio entre 4 y 18 
nm directamente con una estrecha distribución de tamaños (σ<0,20) sin 
etapas posteriores de selección de tamaño. Además, las nanopartículas de 
magnetita obtenidas mediante este método presentan un grado de 
cristalinidad superior a las obtenidas mediante otros métodos así como 
mejores propiedades magnéticas (mayor magnetización de saturación y 
susceptibilidad magnética) debido a la temperatura a la que se lleva a cabo 
la síntesis. El hecho de que los surfactantes estén unidos a la superficie de 
las partículas hace que éstas estén estabilizadas químicamente frente a la 
oxidación y evita su agregación en medio orgánico. 
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1. Introducción 
 El rápido desarrollo y avance de la industria y sobre todo la 
creciente contribución de la nanotecnología hacen que aumente la demanda 
de nuevos materiales con mejores propiedades para cada aplicación 
tecnológica. Estas propiedades, sobre todo dentro del mundo de los 
nanomateriales y más en concreto de las nanopartículas, van estrechamente 
ligadas a las propiedades cristaloquímicas y a la morfología (forma y 
tamaño) que vienen condicionadas por el método de síntesis empleado. En 
la actualidad se demandan métodos de síntesis de nanopartículas en los que 
se pueda obtener un exhaustivo control sobre las propiedades 
microestructurales por lo que sintetizar nanopartículas con la forma y 
tamaño deseados se hace indispensable ya que cada aplicación requiere 
materiales con unas determinadas características. 
 Uno de los objetivos que se persiguen en la síntesis es que las 
partículas sean lo más uniformes posibles, es decir, que su distribución de 
tamaños sea estrecha. Para ello, independientemente del método utilizado, 
el proceso de síntesis de nanopartículas se compone de dos etapas, 
nucleación y crecimiento1. Para obtener partículas uniformes estas etapas 
deben estar diferenciadas entre si, suceder en diferentes tiempos y además 
la etapa de nucleación debe ser única generándose todos los núcleos al 
unísono. Las nanopartículas de óxido de hierro ferrimagnéticos (Fe3O4 y γ-
Fe2O3) con aplicaciones dentro del campo de la biomedicina pueden ser 
sintetizadas por varios métodos tanto en fase líquida (precipitación en 
medio acuoso, microemulsiones, descomposición en medio orgánico) 
como en fase aerosol o gaseosa (spray pirólisis y pirólisis láser).  
 En este capítulo se comparan las características estructurales, 
morfológicas y magnéticas de partículas con un tamaño medio de unos 5 
nm preparadas por precipitación en medio acuoso y pirólisis láser con las 
obtenidas por descomposición en medio orgánico. A continuación se 
explican los fundamentos y principales diferencias de otros métodos de 
síntesis de magnetita o maghemita convencionales como la coprecipitación 
y la pirólisis láser. Los reactivos y variables que controlan el tamaño en 
estos y otros métodos vienen recogidos en la Tabla 1.  
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Coprecipitación 
 El método más utilizado dentro de la fase líquida es la 
coprecipitación en medio acuoso2,3 ya que es un proceso fácilmente 
escalable y por ello es utilizado en la industria para el diseño y fabricación 
de nanopartículas de óxido de hierro como agentes de contraste. Este 
método consiste en la adición de una disolución de sal de Fe2+ y otra de 
Fe3+, sobre medio básico en exceso (Figura 1). Las ventajas de este método 
son su simplicidad y bajo coste. La desventaja es el gran número de 
variables y la ancha distribución de tamaños de las partículas lo que obliga a 
hacer pasos adicionales para disminuir la dispersión.  
 Una variante de este método consiste en añadir una sal de Fe2+ a un 
medio básico en presencia de un oxidante suave4. Una posterior etapa de 
envejecimiento a 90º C puede dar lugar a nanopartículas entre 20 y 200 nm 
con forma de cubo. 
Descomposición térmica en medio orgánico 
 Durante los últimos años se ha desarrollado un nuevo método de 
síntesis de nanopartículas que consiste en la descomposición de precursores 
orgánicos del hierro a elevadas temperaturas5-7. Esta descomposición se 
lleva a cabo en disolventes orgánicos de alto punto de ebullición y en 
presencia de surfactantes y, como se describió en el Capítulo 2, las 
partículas obtenidas son muy uniformes, estables en medio orgánico debido 
a la capa de surfactante que las rodea, lo que evita el fenómeno de 
agregación pero la desventaja es que no son estables en medio acuoso que 
es el requisito principal para su aplicación en biomedicina. 
Fe2+/Fe3+= 0.5
Base
N2
 
Figura 1. Montaje experimental de la síntesis de nanopartículas por coprecipitación. 
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Pirólisis láser 
 El método de pirólisis láser se caracteriza por la aplicación del haz 
de un láser a una mezcla de gases entre las que se encuentra el precursor de 
hierro8. La acción del láser genera especies reactivas y cuando el vapor se 
sobresatura se generan los núcleos de las partículas. Posteriormente las 
partículas son transportadas hacia un colector mediante la acción de un gas 
inerte. El precursor de las nanopartículas es normalmente el pentacarbonilo  
de hierro (Fe(CO)5) que es muy volátil. El láser es de CO2 y emite radiación 
electromagnética de manera continua a una energía de 652 Wcm-2 que es 
absorbida por el gas transportador de las partículas, que suele ser el etileno, 
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Figura 2. Montaje experimental de la síntesis de nanopartículas por descomposición térmica en 
medio orgánico. 
 
 
Figura 3. Montaje experimental de la síntesis de nanopartículas por pirólisis láser. 
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calentando el Fe(CO)5 y descomponiéndolo en núcleos de Fe y monóxido 
de carbono (CO). Una vez generado el vapor sobresaturado de núcleos de 
Fe, estos dan lugar a los núcleos de las nanopartículas que serán 
transportadas hacia el filtro colector. Durante este último proceso la 
agregación es mínima ya que el tiempo de reacción es muchísimo menor 
que en el caso de la spray pirólisis9 generándose partículas más pequeñas.. 
Tabla 1. Principales características de los métodos de síntesis en fase líquida y en fase aerosol/gas. 
Método Reactivos utilizados Variables de la síntesis Tamaño medio 
Co
pr
ec
ip
ita
ció
n • Sales de Fe2+,3+ (sulfatos, 
cloruros, nitratos) 
• Base (NaOH, KOH, NH4OH) 
• Recubrimiento (citrato, dextrano, 
PVA, ácido oleico) 
• Temperatura. 
• pH 
• Fuerza iónica 
• Sales de Fe (tipo y 
concentración) 
2-15 nm 
Pr
ec
ip
ita
ció
n • Sal de Fe2+(FeSO4) 
• Base (NaOH, KOH, NH4OH) 
• Oxidante suave (NaNO3, H2O2). 
• Alcohol (etanol) 
• Sales de Fe (tipo y 
concentración). 
• pH. 
• Relación agua/alcohol 
20-200 
nm 
D
es
co
m
po
sic
ió
n 
en
 
m
ed
io
 o
rg
án
ico
 
• Precursor orgánico de hierro 
(cuprato, acetilacetonato, 
carboxilato, Fe(CO)5). 
• Reductor (diol). 
• Disolvente orgánico 
(fenil/bencil/octil éter, 
octadeceno) 
• Surfactantes (ácido oleico, 
oleilamina, TOPO) 
• Disolvente (p. eb) 
• Precursor de hierro  
(concentración, 
temperatura de 
descomposición). 
• Relación Fe:surfactante 
4-30 nm 
Sp
ra
y 
pi
ró
lis
is • Sal de hierro (acetilacetonato, 
nitrato, cloruro) 
• TEOS 
• Sal de Fe 
• Temperatura de la 
termolisis 
• Velocidad de flujo 
6-60 nm 
Pi
ró
lis
is 
lás
er
 • Precursor de hierro volátil 
(Fe(CO)5), ferroceno. 
• Gas absorbente (Etileno, NH3, 
argon) 
• TEOS 
• Presión y potencia del láser 
• Concentración de Fe(CO)5 
• Distancia desde la zona de 
reacción al colector 
• Tiempo de residencia en la 
zona de reacción 
(velocidad de flujo) 
2-9 nm 
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2. Sección experimental 
2.1 Síntesis de nanopartículas 
Partículas sintetizadas por coprecipitación 
 Para las partículas sintetizadas por coprecipitación se emplearon 
disoluciones de Fe(SO4)·7H2O y Fe(NO3)3·9 H2O en una proporción molar 
2:1 en agua que se adicionaron lentamente a un medio alcalino de NaOH a 
pH 13 bajo burbujeo de nitrógeno. Una vez adicionadas las disoluciones 
de las sales se agita la mezcla de reacción durante media hora.  
 Para separar las partículas del medio se empleó un imán y decantó 
el sobrenadante. Este proceso se realizó 4 veces hasta que el sobrenadante 
fuese transparente. Posteriormente, se lavaron las partículas con etanol y se 
secaron con un flujo de nitrógeno. 
Partículas sintetizadas por descomposición  
 A un matraz de reacción se añadieron 0,71 g (2 mmol) de Fe(acac)3, 
2,38 g (10 mmol) de 1,2-hexadecanodiol, 1,69 g (6 mmol) de ácido oleico, 
1,60 g (6 mmol) de oleilamina y 20 mL de fenil éter y esta mezcla se calentó 
bajo agitación y corriente de N2 hasta los 200º C, temperatura que se 
mantuvo durante unos 120 minutos. Una vez pasado este tiempo se 
aumentó la temperatura hasta reflujo bajo una atmósfera inerte. Al alcanzar 
la temperatura de ebullición del disolvente se dejó la reacción durante unos 
30 minutos, momento en el que la reacción termina y se deja enfriar hasta 
temperatura ambiente. 
 Para purificar las nanopartículas de los subproductos de reacción se 
añadió etanol a la mezcla de reacción y centrifugó durante 15 minutos a 
9000 rpm. Tras este proceso se obtuvo un precipitado de color negro que 
corresponde a las nanopartículas y un sobrenadante que corresponde a la 
mezcla de surfactantes que no están unidos a las nanopartículas, al 
disolvente empleado en la reacción y al etanol. Una vez decantado el 
sobrenadante, una fracción fue separada para recuperar las nanopartículas 
en polvo. Para ello fue necesario pasar una corriente de N2 para eliminar los 
restos de solvente. A la otra fracción de nanopartículas se le añadió 20 mL 
de hexano con 0,05 mL de oleico y 0,05 mL de oleilamina para recuperarlas 
en suspensión. 
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Partículas sintetizadas por pirólisis láser 
 Para las partículas sintetizadas por pirólisis láser se preparó una 
disolución de Fe(CO)5 en isopropanol al 30 % y se nebulizó por 
ultrasonidos. Este aerosol es trasportado por gas etileno hacia la zona de 
reacción donde se le hace incidir una radiación láser de CO2 que opera a 
100 W de potencia y con una densidad de energía de 652 Wcm-2. Al incidir 
el haz del láser sobre las moléculas de gas éstas se calientan y emiten 
energía que descomponen el Fe(CO)5 dando lugar a la formación de 
núcleos de Fe que se oxidan y agregan hasta llegar al tubo recolector de 
partículas10. 
2.2 Caracterización 
 El microscopio electrónico de transmisión (TEM) se ha utilizado 
para medir el tamaño y forma de partícula así como la distribución de estos 
parámetros. La difracción de rayos X (DRX) ha permitido la determinación 
de la fase de óxido de hierro presente en las nanopartículas así como 
conocer el tamaño de cristal de éstas. La espectroscopía IR se ha utilizado 
también para determinar la fase de óxido de hierro y para conocer el orden 
cristalino a corto alcance y detectar impurezas o surfactantes en la 
superficie. El magnetómetro VSM ha permitido evaluar las propiedades 
magnéticas de las nanopartículas. 
3. Resultados y discusión 
 En la Figura 4 se muestran las imágenes de las nanopartículas de 
magnetita/maghemita sintetizadas por descomposición térmica, 
coprecipitación y pirólisis láser. Todas las muestras poseen un tamaño 
medio de 4-5 nm pero, en el caso de las nanopartículas sintetizadas por 
descomposición, la distribución de tamaños es más estrecha (Figura 7). El 
valor de σ para las nanopartículas sintetizadas por descomposición es de 
0,17 mientras que para las otras partículas es de 0,2611 para las sintetizadas 
por coprecipitación y 0,30 para las sintetizadas por pirólisis láser12 (Tabla 2).  
 
Tabla 2. Caracterización estructural y magnética de partículas de óxido de hierro sintetizadas por 
distintos métodos.* (a 1000 Oe). 
Síntesis DTEM (nm) σ 
DXRD 
(nm) 
mSRT 
(emu/g) 
mS5K 
(emu/g) 
HC 
(Oe)
TB 
(K) 
Descomposición 3,8 0,17 5,2 62 72 120 25 
Coprecipitación 5,0 0,26 4,3 40 50 490 75 
Pirólisis láser 4,0 0,30 3.0 8 12 3600 70* 
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 El hecho de obtener partículas muy uniformes de tamaño es muy 
importante ya que las propiedades van estrechamente ligadas a él y todas 
ellas contribuirán de la misma manera al efecto deseado en la aplicación. 
Otra gran diferencia observable es que las nanopartículas sintetizadas por 
descomposición poseen formas regulares similares a la esférica, todo lo 
contrario que las partículas obtenidas por los otros métodos, donde la 
forma es muy irregular. 
 La última diferencia observable es que las nanopartículas 
sintetizadas por descomposición están aisladas unas de otras debido a que 
están recubiertas de ácido oleico que evita que se agreguen. En las 
partículas sintetizadas tanto por coprecipitación como por pirólisis láser se 
observa agregación ya que no poseen ningún tipo de recubrimiento. 
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Figura 5. Distribución de tamaños de las nanopartículas sintetizadas por diferentes métodos de 
síntesis. 
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Figura 4. Imágenes obtenidas por TEM de las nanopartículas La barra de la escala corresponde a 
una longitud de 50 nm. 
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 Los picos de difracción de todas las muestras obtenidas mediante 
rayos X concuerdan con las de una estructura tipo espinela inversa. Sin 
embargo, la anchura de los picos es menor en el difractograma 
correspondiente a las nanopartículas sintetizadas por descomposición 
(Figura 6), lo que quiere decir que el tamaño de cristal es mucho mayor a 
pesar de tener similar tamaño promedio de partícula según lo observado 
por TEM. El cálculo del tamaño de cristal utilizando la fórmula de 
Scherrer13 es de 5,2, 4,3 y 3,0 nm para las nanopartículas sintetizadas por 
descomposición, coprecipitación y pirólisis láser respectivamente.  
 También se puede observar que el método de coprecipitación da 
lugar a partículas de magnetita no estequiométrica ya que las líneas de 
difracción están ligeramente desplazadas a mayores ángulos y el parámetro 
de red es de 8.36 Ǻ que está más próximo al de la maghemita (8,33 Å). Por 
el contrario, el parámetro de red para las nanopartículas sintetizadas por 
descomposición es de 8,39 Ǻ, que coincide con el de la magnetita14. 
 Los espectros IR de la región de energías comprendida entre 1000 y 
300 cm-1 permiten observar la fase de óxido de hierro presente en las 
nanopartículas así como su cristalinidad y el ordenamiento de las vacantes 
en el caso de la maghemita15 (Figura 7). El espectro infrarrojo de todas las 
partículas presenta dos máximos entorno a 600 y 400 cm-1 debidos a las 
vibraciones en la red de los enlaces Fe-O característicos de la magnetita15. 
En el caso del espectro de las nanopartículas obtenidas por descomposición 
no existen bandas adicionales y teniendo en cuenta el parámetro de red 
obtenido por rayos X se deduce que la fase predominante es la magnetita. 
Sin embargo, en el caso de las partículas obtenidas por coprecipitación y 
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Figura 6. Difractograma de rayos X correspondiente a nanopartículas de unos 5 nm 
aproximadamente sintetizadas por distintos métodos. 
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pirólisis láser, aparecen bandas adicionales que indicarían la presencia de γ-
Fe2O3. Durante la oxidación a maghemita hay una pérdida de elementos de 
simetría al pasar de cúbico a tetragonal lo que hace que la γ-Fe2O3 posea 
mayor número de bandas activas en IR16. En el caso de las partículas 
sintetizadas por coprecipitación las vacantes se encuentran más ordenadas 
que en el caso de las partículas obtenidas por pirólisis láser debido a la 
presencia de un pequeño porcentaje de carbón como impureza17 en éstas 
últimas.  
 Las diferencias microestructurales de las partículas son un signo del 
mecanismo de formación de las partículas. Para el caso de las 
nanopartículas sintetizadas por descomposición, el crecimiento se ha 
llevado a cabo de forma ordenada de tal manera que iones Fe se han ido 
disponiendo en sitios de la red cristalina ayudados por la temperatura a la 
que se produce la síntesis. Sin embargo, en el caso de las partículas 
obtenidas por coprecipitación el proceso se produce a temperatura 
ambiente. En el caso de las partículas sintetizadas por pirólisis láser el 
crecimiento se produce por agregación lo que da lugar a menor 
ordenamiento cristalino de los átomos. 
 Los valores de mS para las nanopartículas sintetizadas por 
descomposición son muy superiores a los valores de mS de partículas 
sintetizadas por los otros métodos (Figura 8, Tabla 2). A pequeños tamaños 
de  
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Figura 7. Espectros IR de nanopartículas de óxido de hierro de unos 5 nm aproximadamente 
obtenidas por distintos métodos de síntesis. 
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partícula la diferencia es notable siendo el valor de mS más alto siempre para 
partículas sintetizadas por descomposición lo que podría ser atribuido a su 
mayor cristalinidad y a la presencia de ácido oleico en la superficie. En el 
caso de las partículas sintetizadas por pirólisis láser y coprecipitación se ha 
observado que en la superficie existe una capa de iones metálicos que no 
contribuye a la magnetización de las partículas19.  
 En la Figura 9 se muestran los ciclos de magnetización a RT y a 5 K 
de partículas de pequeño tamaño sintetizadas por descomposición frente a 
las sintetizadas por láser pirólisis y coprecipitación. A temperatura ambiente 
todas las partículas son superparamagnéticas. Las partículas sintetizadas por 
descomposición poseen, como se ha dicho anteriormente la mS más grande 
y se saturan a campo menor. Las partículas sintetizadas por láser pirólisis 
no se saturan magnéticamente a 5 T debido a que son más amorfas y a la 
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Figura 8. Valores de mS en función del tamaño de nanopartículas de óxido de hierro sintetizadas 
por diferentes métodos18. MS es el valor de la magnetización del material masivo a esa temperatura. 
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Figura 9. Curvas de magnetización de partículas de magnetita/maghemita de 5 nm a RT y a 5K. 
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presencia de impurezas de carbón. A 5 K todas las partículas poseen 
comportamiento ferromagnético siendo las partículas sintetizadas por 
pirólisis láser las que mayor valor de la HC poseen (3600 Oe). Estos valores 
de HC tan altos son debidos a una contribución extra a la anisotropía 
procedente de la superficie debido a la falta de cristalinidad. En cambio las 
partículas sintetizadas por descomposición poseen la menor coercitividad 
de las tres (120 Oe) debido a la ausencia de efectos superficiales ya que el 
ácido oleico reduce la anisotropía superficial. 
 El hecho de que las partículas sintetizadas por descomposición 
estén recubiertas de moléculas de surfactante explica que la TM del ZFC (25 
K) sea menor que la TM de las partículas sintetizadas tanto por 
coprecipitación (75 K) como por pirólisis láser (70 K) (Figura 10) debido a 
la reducción de las interacciones magnéticas. Cabe destacar que para 
obtener el TM para las partículas de láser pirólisis el campo aplicado fue 
mayor que en las otras partículas (1000 Oe en vez de 100 Oe) debido a su 
elevada energía de anisotropía. Además, la amplia separación entre las 
temperaturas de bloqueo (TB) y del máximo (TM) de las partículas 
sintetizadas por los métodos mencionados anteriormente son fiel reflejo de 
la ancha distribución de tamaños e interacciones entre las partículas, hecho 
que no ocurre en el caso de las nanopartículas sintetizadas por 
descomposición, donde la TB y la TM están muy próximas (Capítulo 3). 
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Figura 10. ZFC/FC de nanopartículas de óxido de hierro de unos 5 nm aproximadamente por 
coprecipitación y descomposición. El campo aplicado fue de 100 Oe.
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4. Conclusiones 
 El método de descomposición térmica da lugar a partículas con 
menor distribución de tamaños y con formas más regulares y definidas que 
las sintetizadas por coprecipitación y láser pirólisis. Además, estas partículas 
son altamente cristalinas, con un tamaño cristalino similar al tamaño físico 
de las partículas. Las propiedades magnéticas son reflejo de las propiedades 
cristalinas ya que las partículas sintetizadas por descomposición poseen los 
valores más altos de magnetización de saturación, con valores similares a 
los del material masivo a bajas temperaturas, incluso para tamaños de 
partícula pequeño. La uniformidad en tamaño de las partículas obtenidas 
por descomposición se refleja en la estrecha diferencia entre TM y TB en las 
medidas de ZFC/FC. El hecho de que las nanopartículas estén aisladas 
unas de otras por moléculas de surfactantes que se encuentran unidas a su 
superficie evitando su agregación se puede observar en el valor de TM, que 
es mucho más bajo que el de nanopartículas del mismo tamaño sintetizadas 
por coprecipitación, a pesar de ser más cristalinas y por tanto más 
magnéticas. Estas distintas propiedades son reflejo de las condiciones de 
síntesis y el mecanismo de formación ya que el hecho de desarrollarse a 
elevadas temperaturas y en presencia de surfactantes hace que las partículas 
sean más uniformes, cristalinas y estén aisladas.  
 En cuanto a la fase de óxido de hierro, las partículas de 
descomposición poseen en gran proporción la fase magnetita como así lo 
demuestra el parámetro de red calculado por difracción de rayos X y el 
espectro IR aunque posean pequeño tamaño. En cambio las partículas 
obtenidas por otros métodos se oxidan fácilmente. Este hecho es debido a 
que tanto en aire como en agua, el oxígeno está presente causando la 
oxidación de magnetita a maghemita, hecho que se evita en el caso de las 
partículas sintetizadas por descomposición en medio orgánico mediante 
burbujeo de nitrógeno por lo que el oxígeno se encuentra ausente. 
 El ácido oleico ayuda a mejorar las propiedades magnéticas de las 
partículas sintetizadas por descomposición en medio orgánico ya que 
contribuye a un valor de mS más alto al evitar la inclinación de los 
momentos magnéticos superficiales, reduce la anisotropía de superficie 
dando valores de HC bajos a bajas temperaturas y reduce las interacciones 
magnéticas entre las partículas ya que las distancia entre ellas aumenta. 
Además, el oleico ejerce de agente protector contra la oxidación. 
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RESUMEN 
 En este capítulo se han obtenido suspensiones de partículas de 
magnetita en medio acuoso por dos rutas distintas y se ha llevado a cabo el 
estudio de su estabilización en agua. Las dos estrategias seguidas para 
obtener suspensiones estables en agua fueron el intercambio de ligandos 
con DMSA y la síntesis directa en medio orgánico polar (2-pirrolidona) en 
presencia/ausencia de PEG(COOH)2. El mejor método para obtener 
suspensiones de partículas estables de partículas es el de intercambio de 
ligandos con DMSA ya que el diámetro hidrodinámico obtenido es menor 
de 100 nm. La estabilización se realiza por repulsión electrostática de los 
grupos carboxilo de su superficie y la etapa clave del proceso fue la adición 
de NaOH al resuspender las partículas en agua ya que uno de los dos 
grupos carboxilo podría reorientarse desde la superficie de las partículas 
hacia el exterior. 
  Posteriormente se realizaron los estudios de citotoxicidad de las 
partículas de magnetita recubiertas de DMSA en células HeLa y se 
compararon los resultados con partículas de óxido de hierro recubiertas de 
polímeros que poseen similar diámetro hidrodinámico y distinta carga 
superficial. Las partículas de magnetita recubiertas con DMSA se han 
internalizado dentro de las células tras 24 horas de incubación situándose 
en el citoplasma rodeando al núcleo al igual que las partículas recubiertas de 
aminodextrano y heparina a elevadas concentraciones. Además, mediante el 
test MTT de viabilidad celular se ha observado que las partículas no poseen 
ningún efecto citotóxico sobre ellas cuando la concentración de partículas 
en el medio se encuentra entre 0,5 y 0,1 mg Fe/mL Esta misma tasa de 
supervivencia celular se ha encontrado para las partículas de magnetita 
recubiertas de dextrano y aminodextrano aunque no para las recubiertas de 
heparina que son tóxicas a altas concentraciones. 
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1. Introducción 
1.1 Métodos de estabilización en agua de nanopartículas de 
magnetita recubiertas de surfactante. 
 Existen multitud de métodos para estabilizar las partículas de 
magnetita en agua. Sin embargo, en lo que concierne a las partículas 
sintetizadas por descomposición térmica en medio orgánico el número se 
ve reducido debido a la dificultad de transferir las partículas de medio 
orgánico a medio acuoso y estabilizarlas en agua, ya sea por estabilización 
estérica o repulsión electrostática o ambas. Para poder aplicar las 
nanopartículas en el cuerpo humano éstas deben formar una dispersión 
coloidal estable en condiciones fisiológicas dentro del cuerpo humano, es 
decir, en agua a pH 7 y a la concentración salina requerida. Una posible 
agregación de las partículas en el medio acuoso por encima de los 200 nm 
podría provocar la formación de trombos dentro de los vasos sanguíneos 
teniendo nefastas consecuencias para la salud1. 
 Estos métodos se pueden clasificar en función de la naturaleza del 
recubrimiento (inorgánica u orgánica). 
Recubrimientos orgánicos 
 En el caso de los recubrimientos orgánicos que son los ensayados 
en esta tesis, una manera de clasificar las distintas estrategias para recubrir y 
estabilizar las partículas es a partir del tipo de reacción y las moléculas 
implicadas. Siguiendo esta clasificación se puede distinguir entre: 
intercambio de ligandos, modificación del doble enlace del ácido oleico por 
ruptura del doble enlace y recubrimiento/encapsulación en polímeros y/o 
liposomas (Tabla 1). 
 El intercambio de ligandos de moléculas bifuncionales es una 
reacción muy sencilla que permite la sustitución de los surfactantes que tras 
la síntesis de las nanopartículas están unidos a su superficie (normalmente 
ácido oleico y oleilamina) por otros que son los responsables de estabilizar 
a las nanopartículas en agua. Estos ligandos poseen como mínimo dos 
grupos funcionales, uno con el que se unen a las nanopartículas que debe 
ser de elevada capacidad coordinativa para desplazar al ácido oleico (suele 
ser un grupo alcohol, carboxilo o fosfato) y otro con el que estabilizan a las 
partículas en agua normalmente por carga2-4. Esta reacción es de equilibrio, 
es decir, se ve favorecida por el aumento de la temperatura y el exceso de 
ligandos que van a unirse a las nanopartículas.  
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 La modificación del doble enlace del ácido oleico posee la ventaja 
de que en ningún momento está sin recubrir la superficie de las 
nanopartículas ni alterado su enlace con los grupos carboxilo ya que la 
reacción se lleva a cabo en el doble enlace situado en la posición 9. El doble 
enlace se oxida completamente rompiendo el ácido oleico en dos partes, 
una de ellas que se elimina y la otra que sigue quedando unida a la 
superficie generando un grupo carboxilo en él5-13.  
 
Tabla 1. Rutas de transferencia de nanopartículas de magnetita hidrófobas a agua mediante 
recubrimientos orgánicos 
TIPO MÉTODO EMPLEADO EJEMPLOS 
MOLÉCULAS 
BIFUNCIONALES
 
INTERCAMBIO DE 
LIGANDOS 
 
 
DMSA2, 3. SILANO-PEG4, ACIDO CITRICO5, 
FOSFONATOS6, DOPAMINA7, MERCAPTO-
11-UNDECANOICO8, ACIDO 2-BROMO,2-
METILPROPIÓNICO9, DENDRÍMEROS10, 
TMAOH11. 
 
DOBLE ENLACE 
DEL OLEICO 
 
OXIDACIÓN Y RUPTURA 
 
O3
12
, KMnO4
13 
 
INTERCALACION 
 
 
PLURONIC F-12714, 15, PMMA-PEO16, 
ANHÍDRIDO MALEICO-ALT-1-
TETRADECENO16, 17, PAA+OCTILAMINA18 
PEI16, CICLODEXTRINAS19 
 
INTERCAMBIO DE 
LIGANDOS 
PAA-PAH20 , PNIPAm-b-PNIPAm21, HOOC-
PEG-COOH22 
SINTESIS DE PARTICULAS 
EN PRESENCIA DE 
POLIMERO 
HOOC-PEG-COOH23, POLIESTIRENOS 
ω−FUNCIONALIZADOS24 
NORBORNANO25 
POLÍMEROS  
POLIMERIZACIÓN EN 
PRESENCIA DE 
PARTÍCULAS 
2-BOMOPROPIONILESTER(INICIADOR)26 
FORMACIÓN DE 
MICELAS PEG-PE+PC
27 LIPOSOMAS 
ENCAPSULACION DSPE-PEG(2000)-BIOTINA28 
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 El recubrimiento de las nanopartículas por polímeros o su 
encapsulación en liposomas asegura la estabilidad de las partículas por 
impedimento estérico y evita su opsonización cuando son inyectadas por 
vía intravenosa por parte de las proteínas del plasma. Sin embargo, la 
estabilidad depende de la naturaleza del polímero, la proporción entre las 
partes hidrófoba/hidrófila, su peso molecular, la longitud de las cadenas, la 
manera de unirse a las nanopartículas y su conformación29. Existen 
diferentes maneras de recubrir las partículas por un polímero. La más 
utilizada es la intercalación de polímeros, con una parte hidrófoba y otra 
hidrófila, entre las cadenas hidrocarbonadas de los surfactantes14, 16-19.  
 Otra vía es la de realizar un intercambio de ligandos en la superficie 
pero, en vez de utilizar una molécula bifuncional pequeña, utilizando un 
polímero que posea un grupo carboxilo que pueda desplazar el ácido oleico. 
Este intercambio se lleva a cabo en condiciones extremas (elevadas 
temperaturas y agitación vigorosa) ya que el polímero posee una cinética 
muy lenta de desplazamiento debido a que ocupa un elevado volumen20-22. 
Aunque menos utilizada, la síntesis de las nanopartículas de magnetita en 
presencia del polímero también es posible23-25así como la de unir ligandos a 
las partículas de magnetita a partir del cual se pueda desencadenar la 
reacción de polimerización26. 
 Para encapsular las partículas dentro de liposomas la estrategia a 
emplear es la adición de la dispersión e las partículas magnéticas recubiertas 
de oleico en cloroformo junto con el fosfolípidos que se encarga de formar 
la doble membrana de los liposomas. Ajustando el volumen de la fase 
orgánica, la cantidad de partículas y fosfolípidos se pueden introducir las 
partículas dentro del espacio hidrofóbico de membrana de los liposomas28 
o producir micelas en las que el fosfolípidos se ha intercalado entre las 
cadenas hidrocarbonadas del ácido oleico quedando las partículas en el 
interior27, 30.  
 Recubrimientos inorgánicos 
 Dentro de este tipo de recubrimientos se encuentran la sílice, el oro 
y las partículas semiconductoras (quantum dots en inglés) 
 La sílice es biocompatible, inerte y permite aportar una superficie 
que se puede funcionalizar fácilmente en etapas posteriores gracias a los 
grupos hidróxilos29. La estabilización de los coloides a pH 7 se realiza por 
repulsión electrostática ya que la sílice tiene el punto isoeléctrico entre 3 y 
4. La vía más conocida para recubrir las partículas de sílice es la del método 
Stöber que consiste en un proceso hidrolítico utilizando como precursor el  
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TEOS31, 32. Otra vía es la de realizar un intercambio de ligandos empleando 
APS31 (3-aminoprotrietoxisilano) que permite dejar las partículas 
funcionalizadas con el grupo amino o también un silsesquioxano (TMA–
POSS)33. El último método que ha dado los resultados más exitosos 
consiste en formar micelas inversas con las nanopartículas y llevar a cabo la 
condensación del TEOS en el interior de las gotas34, 35.  
 El oro es un material inerte y totalmente biocompatible ya que 
permite la unión a su superficie de macromoléculas o ligandos que posean 
grupos tiol (-SH)29. Además confiere al material propiedades ópticas 
(aparición del plasmón superficial). Con el oro se pueden obtener 
estructuras núcleo-corteza o estructuras dímeras. La formación de 
estructuras dímeras se lleva a cabo por la nucleación heterogénea de las 
partículas de magnetita en presencia de partículas de Au que crecen de 
forma epitaxial39. Otra estrategia consiste en utilizar una molécula 
bifuncional con un grupo tiol y otro carboxilo en los extremos (como el 
ácido 11-mecaptoundecanoico) para unir ambas partículas por los extremos 
 
Tabla 2. Rutas de transferencia de nanopartículas de magnetita hidrófobas a agua mediante 
recubrimientos inorgánicos. 
TIPO 
 
MÉTODO EMPLEADO 
 
EJEMPLOS 
 
PROCESO SOL/GEL  TEOS31, 32 
APS31 INTERCAMBIO LIGANDO 
SILSESQUIOXANO33 SÍLICE 
MICROEMULSIONES CICLOHEXANO/IGEPAL
34 
TRITON X-100/HEXANOL35 
 
Au sobre Fe3O4: Au (acet)236-38 NUCLEACIÓN HETEROGÉNEA 
Fe3O4 sobre Au: Fe(CO)539 
 
INTRODUCCIÓN DE MOLÉCULA 
BIFUNCIONAL PUENTE HS(CH2)10COOH
40 
ORO 
 
REDUCCIÓN SAL DE Au 
 
 
HAuCl441 
 
 
QUANTUM 
DOTS 
 
 
NUCLEACIÓN HETEROGÉNEA 
 
 
CdSe42, 43 
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de la molécula40. La formación de estructuras núcleo-corteza se puede llevar 
a cabo a través de la descomposición térmica de precursores orgánicos del 
Au como el acetato de Au36-38 aunque también a partir de la reducción de 
HAuCl4 en una mezcla de las partículas con H2O/cloroformo/oleilamina41. 
 La formación de heterodímeros o partículas con estructura núcleo-
corteza entre partículas magnéticas y QDs permite obtener coloides con 
propiedades magnéticas y luminiscentes muy útiles como agentes de 
contraste. La formación de estas estructuras se ha realizado mediante la 
nucleación heterogénea de los QDs sobre las partículas magnéticas42, 43.  
Funcionalización 
 Debido al interés en que las partículas queden recubiertas de un 
polímero como PEG o dextrano para que no sean opsonizadas y debido a 
que es muy difícil obtener coloides de gran calidad (uniformes en tamaño, 
diámetro hidrodinámico controlado, altamente estables) es muy frecuente 
llevar a cabo primero una etapa previa de estabilización en agua de las 
nanopartículas empleando un intercambio de ligandos con moléculas 
pequeñas (DMSA, citrato, CTAB) a partir de la cual se lleva a cabo una 
reacción orgánica para unir el polímero. Para esto, la reacción más utilizada 
suele ser la de la formación de un enlace amida a partir de un grupo ácido 
con un grupo amino utilizando la química de las carbodimidas y la N-
hidroxisuccinimida que se encargan de activar los grupos ácido y posibilitar 
su unión con los grupos amino44. Un ejemplo es la unión de diamino-PEG 
a las moléculas de DMSA que recubren las nanopartículas de magnetita45. 
Otra reacción que se lleva a cabo si se tienen grupos amino en la superficie 
de las partículas es la reacción con glutaraldehido que deja en el extremo un 
grupo aldehido mientras el otro lo emplea para unirse con el grupo amino46. 
Los grupos hidroxilo de la sílice son más reactivos que los grupos hidroxilo 
de un carbohidrato y por lo tanto da lugar a reacciones de condensación. El 
enlace entre la avidina o streptavidina con la biotina es la unión no 
covalente de mayor fuerza conocida47. Esta unión es aprovechada en 
multitud de ocasiones para la conjugación de proteínas, fosfolípidos y 
PEG48, 49. 
1.2 Interacción célula-partícula 
 Normalmente, cuando las partículas se encuentran cerca de las 
células tiene lugar su endocitosis50. Este proceso consiste en la ingestión de 
las partículas por parte de las células y tiene lugar por la invaginación de la 
membrana plasmática, en la que se forma una pequeña depresión que está 
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revestida de la proteína clatrina. Posteriormente, se desprende la vesícula 
recién formada por acción de una enzima GTPasa llamada dinamina. La 
vesícula, que pasa a llamarse endosoma, queda en el citoplasma celular y se 
fusiona con un lisosoma que se ocupa de la digestión celular del contenido 
del endosoma (Figura 1). 
 Hay dos tipos de interacciónes principales entre las partículas 
magnéticas y las células. El primero de ellos consiste en unir las partículas 
magnéticas a la membrana celular51. Esta estrategia es muy útil en el caso de 
la aplicación de las partículas en la liberación de fármacos en los 
alrededores de las células de interés y en el marcaje de la membrana de la 
célula. La utilización de polímeros hidrófilos tales como PEG o dextrano 
promueven una baja interacción con las células52, 53.  
 Sin embargo, lo que ocurre con mayor probabilidad es que las 
partículas sean internalizadas ya sea por endocitosis, bien sea mediada por 
un receptor o inespecífica de la fase fluida54. La endocitosis mediada por un 
receptor se lleva a cabo cuando las nanopartículas son conjugadas con 
biomoléculas48 tales como anticuerpos monoclonales, albúmina, ferritina, 
etc... Esta estrategia es muy útil para llevar a cabo una vectorización 
selectiva de los fármacos a las células tumorales donde los receptores de las 
 
Figura 1. Esquema del proceso de endocitosis de las partículas por parte de las células. 
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biomoléculas suelen estar sobreexpresados facilitando así la internalización 
de las nanopartículas dentro de la célula55, 56. Otro uso de este tipo de 
internalización específica es el transporte de fragmentos de ADN al núcleo 
celular a través del péptido VIH-tat57,58. Estudios realizados con 
nanopartículas magnéticas funcionalizadas con ligandos aniónicos muestran 
también un elevado grado de internalización en las células a través de 
interacciones no específicas con la membrana celular de tipo 
electrostático59, 60. Aunque la membrana posea grandes zonas con carga 
superficial negativa que repelan las partículas cargadas negativamente 
existen zonas de la membrana con carga positiva. En este caso el 
mecanismo de internalización se observó que era similar al de la ferritina 
aniónica, es decir, que las partículas se disponen formando clusters para 
minimizar las interacciones repulsivas, su carga superficial es menor y así 
consiguen unirse a la membrana logrando su internalización final.  
 También se han llevado a cabo estudios para conocer la influencia 
de la carga eléctrica en la eficiencia de la internalización61. En este caso las 
nanopartículas se recubrieron de estireno y ácido acrílico controlando la 
cantidad de este último así como la adición de L-lisina fue posible modular 
su carga superficial. Se observó que la captación de las nanopartículas por 
las células HeLa dependía de la cantidad de grupos carboxilo (cantidad de 
ácido acrílico) presentes en la superficie ya que la captación depende de la 
carga superficial. Sin embargo, sorprendentemente, el mayor grado de 
captación tuvo lugar cuando se utilizaron los composites recubiertos solo 
de poli-L-lisina que poseían una elevada carga superficial positiva, similar al 
obtenido al utilizar el péptido VIH-tat62. Este proceso de internalización no 
específico es útil en aplicaciones tales como hipertermia donde interesa 
tener la célula tumoral cargada con el mayor número de partículas posibles 
para producir el consiguiente aumento de la temperatura y producir su 
muerte.  
 En este capítulo se ha llevado a cabo la transferencia de las 
nanopartículas de magnetita desde medio orgánico a agua utilizando dos 
estrategias distintas, el intercambio con DMSA y la síntesis directa de 
partículas en medios polares. Además se ha evaluado la citotoxicidad in vitro 
de las partículas recubiertas de DMSA y comparado con partículas 
sintetizadas por coprecipitación y con recubrimientos de distinta naturaleza. 
Estos estudios son importantes para conocer la posible existencia de 
efectos secundarios en su aplicación como agentes de contraste o 
transportadores de fármacos (Capítulos 6 y 7) . 
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2. Sección experimental 
2.1 Obtención de nanopartículas hidrófilas 
Intercambio de ligandos 
 La preparación de las partículas de magnetita recubiertas de DMSA 
se realizó en dos etapas; la primera de ellas fue la síntesis de las partículas 
por descomposición térmica en medio orgánico y la segunda el intercambio 
de ligandos con DMSA (Figura 2).  
 En la etapa de síntesis se añadió a un matraz de reacción 0,71 g (2 
mmol) de Fe(acac)3, 2,38 g (10 mmol) de 1,2-hexadecanodiol, 1,69 g (6 
mmol) de ácido oleico, 1,60 g (6 mmol) de oleilamina y 20 mL de 
disolvente y esta mezcla se calentó bajo agitación y corriente de N2 hasta 
los 200º C, temperatura que se mantuvo durante unos 120 minutos para 
posteriormente aumentar la temperatura a reflujo y mantenerla durante 30 
minutos. A continuación se deja enfriar hasta temperatura ambiente. Para la 
síntesis de las muestras con distinto tamaño de partícula se utilizaron fenil 
éter (síntesis de M4), bencil éter (síntesis de M6), trioctilamina (síntesis de 
M9) y 1-octadeceno (síntesis de M14). Por último se centrifugó a 9000 rpm 
durante 15 minutos para purificar la suspensión. 
 Para la obtención de partículas de MS4, MS6, MS9, MS14 se 
flocularon con etanol las partículas y resuspendieron en tolueno donde 
posteriormente se añadió una disolución de 90 mg de DMSA en 5 mL de 
dimetil sulfóxido (DMSO). La mezcla resultante se sonicó durante 5 
minutos y agitó mecánicamente en una noria durante 24 horas. Una vez 
terminada la agitación se lavaron y centrifugaron sucesivamente las 
partículas con tolueno, etanol y acetona. A continuación se redispersaron 
las partículas en agua y se añadió unas gotas de NaOH para reducir el 
diámetro hidrodinámico de la suspensión. Finalmente se dializó la 
suspensión durante 3 días y filtró a presión por un filtro de 0,22 μm de 
tamaño de poro. 
Síntesis directa en medio polar 
 Para la síntesis de partículas de Fe3O4 recubiertas de 2-pirrolidona 
(MPIR) se añadió a un matraz 20 mL de 2-pirrolidona y 0,71 g (2 mmol) de 
Fe(acac)3. La mezcla de reacción se burbujeó con nitrógeno para eliminar el 
oxígeno durante media hora. A continuación se calentó la mezcla de 
reacción hasta el punto de ebullición del disolvente (240 ºC) y se mantuvo 
durante 10 minutos a reflujo. A continuación la mezcla se dejó enfriar hasta 
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temperatura ambiente. La purificación de las partículas se realizó a través de 
sucesivos lavados con acetona y éter separando magnéticamente las 
partículas. Por último se dializó la suspensión de partículas 
 La síntesis de las partículas de Fe3O4 recubiertas de HOOC-PEG-
COOH (MPEGC) se realizó de la misma manera que las recubiertas con 2-
pirrolidona salvo que se añade a la reacción HOOC-PEG-COOH 
(PM=1100 g/mol) en una relación molar 1:1 con el Fe(acac)3, es decir, 2,2 g 
de HOOC-PEG-COOH. 
Síntesis por coprecipitación 
 Tanto MDEX como MDEXN se sintetizaron por coprecipitación 
en presencia de los recubrimientos63, dextrano en el caso de MDEX 
(PM=10000 g/mol; σ=1,14) y dietilaminoetil dextrano en el caso de la 
muestra MDEXN (Figura 2).  
 Para la síntesis de estas dos muestras se añadió una mezcla de 3,98 g 
de FeCl2·4H2O y 9,74 g de FeCl3·6H2O (proporción molar Fe2+/Fe3+= 
1:1,8) en 50 mL de agua desoxigenada a una solución básica de 50 mL de 
NH4OH en 350 mL de agua también desoxigenada y en presencia de 4,32 g 
del polímero que recubre las partículas. Esta adición se llevó a cabo de 
 
Figura 2. Esquema de preparación de las muestras de magnetita hidrófilas. 
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forma lenta y se dejó 5 horas bajo agitación magnética, momento en el que 
terminó la reacción. Para la purificación de las partículas se lavó la mezcla 
de reacción con agua destilada. Por último se llevó a cabo la preparación de 
las dispersiones sonicando 10 mg de partículas en polvo en 50 mL de agua 
durante 5 minutos, filtrando posteriormente la suspensión a través de una 
membrana de poro de 0,22 μm y dializando la suspensión durante 3 días. 
 En el caso de de MHEP, el recubrimiento de heparina se llevó a 
cabo en una etapa posterior a la de la síntesis de las nanopartículas (descrita 
en el párrafo anterior) para evitar el deterioro de la heparina. En la etapa del 
recubrimiento se acidificó una suspensión de 20 mg de partículas de Fe3O4 
en 50 mL a pH 5 y añadió exceso de heparina (50 mg) tras lo cual la 
suspensión se sonicó durante 5 horas. A continuación se centrifugó la 
suspensión para eliminar los agregados más gordos, dializó durante 3 días y 
filtró a presión por un filtro de 0,22 μm de tamaño de poro. 
 Todas las muestras se conservaron a pH fisiológico tras la adición 
de tampón fosfato salino para realizar los ensayos de citotoxicidad. 
2.2 Caracterización estructural y coloidal 
 El microscopio electrónico de transmisión (TEM) se utilizó para la 
caracterización de la morfología de las partículas y agregados en agua y 
también para obtener el tamaño medio, polidispersidad y morfología de las 
partículas sintetizadas y estabilizadas en agua en un solo paso. La 
espectroscopía IR ha permitido caracterizar la superficie de las 
nanopartículas mediante la identificación de los grupos funcionales 
presentes en ellas. El DLS permitió la medición de los diámetros 
hidrodinámicos (Dh) de las suspensiones así como la medición del potencial 
ξ de las partículas en todo el intervalo de pHs. Por último el potencial de 
interacción de dos coloides de las muestras tratadas se ha calculado 
teniendo en cuenta las expresiones registradas en el Apéndice III (sección 
“Estabilización coloidal”) y los parámetros hallados experimentalmente 
(tamaño medio de partícula, carga superficial, etc...). 
2.3 Caracterización de la interacción celular con las partículas 
Los ensayos celulares se han llevado a cabo en cultivos de células 
humanas HeLa. Estas células proceden de un carcinoma cervical de útero y 
se utilizan habitualmente en Biología Celular y Molecular al estar 
perfectamente caracterizadas. Las células crecieron en un medio Eagle 
modificado (DMEM)64. Los cultivos celulares se realizaron en una 
incubadora a 37 ºC en una atmósfera al 5% en CO2. Para los experimentos 
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las células se sembraron en placas que contienen 24 pocillos, a una 
densidad inicial de 3500 células por pocillo. En algunos casos las células 
crecieron sobre cubreobjetos cuadrados (10 mm de lado), previamente 
esterilizados y situados en los pocillos. 
Para analizar la internalización de las nanopartículas dentro de las 
células HeLa, éstas crecieron sobre cubreobjetos y se incubaron durante 
distintos intervalos de tiempo (1-24 horas) a distintas concentraciones de 
nanopartículas (0,05 Fe/ml, 0,1 mg de Fe/ml y 0,5 mg de Fe/ml). Una vez 
finalizada la incubación, se eliminó el medio de cultivo donde se 
encontraban las partículas y las células se lavaron 3 veces con tampón 
fosfato salino (PBS) para su observación inmediata en un microscopio 
óptico. De forma paralela, células que habían recibido el mismo tratamiento 
se procesaron para realizar la tinción con azul de Prusia, que tiñe de azul el 
hierro intracelular. Las fotografías fueron tomadas en un microscopio 
Olympus BX61 equipado con una cámara digital Olympus DP50.  
 La citotoxicidad de las células HeLa al ser incubadas con las 
nanopartículas se determinó mediante ensayos MTT65 (Sigma, St Louis, 
USA). Una vez pasadas 24 horas de la incubación de las células con las 
partículas se añadió MTT a cada pocillo (100 μg/mL en el medio) y dejo 
reaccionar durante 3 horas a 37 ºC. Tras ese tiempo, el formazan creado en 
las células fue diluido añadiendo 0,5 mL de DMSO en cada placa y la 
densidad óptica fue medida a 540 nm en un espectrofotómetro (Tecan 
Spectra Fluor). La supervivencia celular fue expresada como el porcentaje 
de absorción de las células tratadas en comparación con la de las células 
control (que no estaban incubadas con nanopartículas). Los resultados 
obtenidos son el valor medio y la desviación estándar de al menos 6 
experimentos. 
3. Resultados y discusión  
3.1 Caracterización estructural 
 En la Figura 3 se puede observar el tamaño y la morfología de las 
partículas y agregados. Las partículas de magnetita transferidas a agua 
mediante intercambio de ligando (muestra MS14) siguen conservando el 
mismo tamaño y forma. Sin embargo, la transferencia de las partículas a 
agua ha roto el autoensamblaje presente cuando estaban recubiertas de 
ácido oleico. En este caso, al estar recubiertas de una molécula más 
pequeña, no hay el suficiente impedimento estérico para evitar la atracción 
ya sea por fuerzas de van der Waals o interacciones magnéticas dipolares.  
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 En el caso de MPIR síntetizadas por vía directa en medio polar se 
forman partículas de magnetita66 con un tamaño medio de 17,2 nm con una 
polidispersidad de 0,37 que es un valor muy elevado y además con una 
morfología muy heterogénea. El papel de surfactante de la 2-pirrolidona ha 
sido deficiente probablemente debido a su débil capacidad coordinativa y 
pequeño tamaño de la molécula que imposibilita regular el crecimiento de 
las partículas y evitar que al final se agreguen.  
 La muestra MPEGC, sintetizadas por vía directa en presencia de 
PEG(COOH)2, está compuesta por partículas de magnetita de un tamaño 
medio de 11,2 nm y una σ de 0,15 situadas dentro de grandes partículas de 
polímero con un tamaño entre 60 y 100 nm. La presencia del polímero en 
la síntesis ha conseguido disminuir el tamaño de partícula y la 
polidispersidad con respecto a la muestra MPIR pero, sin embargo, cada 
partícula no está recubierta de una fina capa de polímero como se 
pretendía. 
  Se puede concluir que el método de intercambio de ligandos con 
DMSA es el mejor para transferir a agua las partículas preparadas por 
descomposición térmica ya que las partículas se encuentran separadas entre 
si manteniendo su morfología intacta. En cambio, las partículas de MPIR se 
encuentran muy agregadas aparte de ser muy polidispersas. Tampoco es 
deseable que las partículas estén recubiertas de una gran masa de polímero 
como es el caso de MPEGC que da lugar a diámetros hidrodinámicos muy 
grandes. 
 
 
 
 
Figura 3. Imágenes TEM de las partículas pertenecientes a las muestras MS14, MPIR y 
MPEGC. Barra de escala=50 nm. 
 
MS14 MPEGC MPIR
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3.2 Transferencia de las nanopartículas a agua  
 Los espectros IR muestran en todos los casos la presencia de los 
recubrimientos en la superficie de las nanopartículas. En la Figura 4 se 
puede observar las diferencias del espectro IR de las nanopartículas antes 
(M6) y después (MS6) del intercambio de ligandos con el DMSA. Las 
bandas de absorción que aparecen a 1640 cm-1 son debidas a la vibración 
del enlace C=O del ácido oleico (para el caso de M6)67 y del DMSA (MS6). 
Las bandas que apareen a 1450 cm-1 son debidas a la flexión del enlace C-
H. La presencia de DMSA se hace patente en el espectro de M6S con la 
aparición de una banda de absorción de pequeña intensidad a 2510 cm-1 
debido a la vibración del enlace S-H. Además, a 1140 y 1000 cm-1 aparecen  
bandas de absorción anchas debido a la vibración del enlace S-CH. Por 
último, en el intervalo de energías alrededor de 600 y 400 cm-1 del espectro 
de MS6 se observa la aparición de pequeñas bandas alrededor de las 
principales de la magnetita debido a que se ha producido una ligera 
oxidación de la magnetita a maghemita68. 
3.3 Propiedades coloidales 
 Las partículas de magnetita sintetizadas por descomposición 
térmica están recubiertas individualmente por moléculas de ácido oleico  
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por lo que la diferencia entre el Dh y el DTEM es ligeramente superior a 4 nm 
que corresponde a aproximadamente dos veces la longitud de la molécula 
de ácido oleico (Tabla 3). En este caso, el impedimento estérico de las 
cadenas hidrocarbonadas del ácido oleico es suficiente para apantallar las 
interacciones de atracción de van der Waals y dipolares entre las partículas. 
Esta es una característica de este método ya que normalmente las partículas 
magnéticas obtenidas se encuentran agregadas presentando valores de Dh 
entre 75 y 200 nm, requiriendo así procesos posteriores para seleccionar la 
fracción de partículas con el menor tamaño de agregado70. 
 
Figura 5. Posibles estructuras de las muestras M y MS en líquido 
 
Tabla 3. Caracterización coloidal de las muestras
 MUESTRA DTEM (nm) σ 
Dh 
(nm) σ 
Dh - DTEM71 
(nm) 
M4 3,8 0,20 9,5 0,49 5,7 
M6 6,4 0,12 10,6 0,32 4,2 
M9 9,2 0,13 13,2 0,35 4 
DISOLVENT
E APOLAR 
M14 14,2 0,11 20,8 0,32 6,6 
       
 
MUESTRA Dh (nm)Int σ 
NºPARTICULAS
/AGREGADO 
Dh 
(nm)Vol 
Dh  
(nm)Num 
MS4 65 0,28 5000 28 16 
MS6 65 0,21 1000 41 22 
MS9 70 0,27 440 43 23 
MS14 50 0,24 43 26 18 
AGUA 
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 Para las partículas de magnetita recubiertas de DMSA se han 
registrado diámetros hidrodinámicos menores de 100 nm, incluso para las 
más grandes de 14 nm de tamaño medio, por lo que cada coloide de las 
muestras MSX está compuesto por muchas partículas tal y como se puede 
observar en la imagen de TEM (Figura 3) y deducir a partir del diámetro 
hidrodinámico. Posibles estructuras de las muestras M y MS en suspensión 
se muestran en la Figura 5.  
 El grado de agregación y el diámetro hidrodinámico final son 
independientes del tamaño de partícula de partida y depende de la 
metodología, de manera que utilizando el método descrito en esta tesis se 
consiguen Dh menores de 100 nm. El cálculo del diámetro hidrodinámico, 
función de la intensidad que dispersan las partículas, es muchísimo mayor 
que el calculado en volumen y en número (Tabla 3). Esto es debido a que 
poseen una elevada fracción de partículas con pequeño diámetro 
hidrodinámico por lo que al realizar la transformación del Dh de intensidad 
a volumen o a número, el valor de Dh disminuye a la mitad. 
 En la Figura 6 se puede observar que la carga superficial de las 
partículas es negativa durante todo el intervalo de pHs debido a la presencia 
de grupos carboxilo orientados hacia el medio lo que hace que las 
suspensiones coloidales sean estables con diámetros hidrodinámicos muy 
bajos.  
 En general, el tratamiento final en medio alcalino es crítico para la 
estabilización de las suspensiones por un largo periodo. Cuando las 
partículas se redispersaron en agua el diámetro hidrodinámico ascendió 
hasta los 600 nm y las partículas sedimentaron en pocos minutos. Sin 
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Figura 6. Evolución del potencial ξ con el pH para las muestras MS6 y partículas de Fe3O4 sin 
recubrir. 
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embargo, al añadir unas gotas de NaOH la suspensión se volvió trasparente 
con una reducción del diámetro hidrodinámico por debajo de los 100 nm  
en todos los casos siendo estables entre pH 3 y pH 11. 
 Este resultado podría explicarse considerando la química del DMSA 
ya que es una pequeña molécula y posee una gran capacidad para 
acomplejar iones metálicos usando uno o los dos grupos carboxilos71. 
Cuando las nanopartículas se redispersan en agua a pH 7, la suspensión es 
inestable porque los dos grupos carboxilos estarían unidos a la superficie de 
las partículas en una conformación que se puede observar en la Figura 7 y 
por lo tanto no habría grupos funcionales para mantener estable la 
suspensión. Además los grupos tiol estarían orientados hacia el exterior y 
pueden formar puentes disulfuro entre las partículas desestabilizando 
también la suspensión. Sin embargo, al añadir una pequeña cantidad de 
agua alcalina a las nanopartículas tendría lugar un proceso espontáneo en el 
que uno de los dos grupos COOH dejaría de estar enlazado a la partícula y 
 
 
Figura 7. A) Mecanismo de estabilización de las partículas de magnetita recubiertas de DMSA;  B) 
Fotos de las suspensiones de magnetita antes y después de realizar el intercambio de ligandos. 
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se orientaría al exterior. En estas condiciones de pH, los grupos carboxilo 
están como carboxilato y proveerían la carga negativa necesaria para 
estabilizar los coloides mediante repulsión electrostática. Esta orientación 
de las moléculas de DMSA en el medio es irreversible ya que la 
alcalinización facilita la formación de puentes disulfuro entre las moléculas 
de DMSA vecinas que están unidas a la misma partícula72. 
 El cálculo teórico del potencial de interacción de los coloides de las 
suspensiones de estas muestras también predice la estabilidad de las 
suspensiones ya que existe una barrera de energía de mayor magnitud que la 
energía térmica que no varía sensiblemente con el tamaño de partícula 
(Figura 8). 
  La posibilidad de obtener coloides estables en agua formados por 
partículas individuales es predicho solo teóricamente para las partículas de 4 
nm de tamaño medio dada la carga superficial que poseen (Figura 9). En 
este caso, la carga superficial negativa es de -40 mV y en teoría es suficiente 
para mantenerlas estables ya que existe una barrera de energía mayor de 
kBT. Cuando el tamaño de partícula aumenta, el potencial se vuelve cada 
vez más atractivo y ya no es posible mantener estables partículas de 
magnetita estables con un tamaño de partícula igual o mayor de 6 nm solo 
por repulsión electrostática. En este caso lo conveniente para estabilizarlas 
es funcionalizar las partículas con algún polímero como PEG o dextrano 
para que exista repulsión por impedimento estérico45. 
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Figura 8. Potencial de interacción entre 2 coloides de la muestras MS4 y MS14; parámetros 
DMAG=4 y 14 nm;, r=65 y 50 nm;  ξ=-40 mV; ms=62 y 84 emu/g; c=0,01M. 
 
Capítulo 5 
115
Transferencia de las nanopartículas a agua y citotoxicidad 
3.4 Estudios de citotoxicidad 
 Todas las muestras utilizadas para los estudios de citotoxicidad 
consisten en partículas con tamaños medios comprendidos entre 4 y 10 nm 
(Tabla 4). El tamaño hidrodinámico de todas las muestras oscila entre 100 y 
160 nm y se diferencian en la carga superficial a pH 7 y los grupos 
funcionales de su superficie. Las partículas recubiertas de DMSA (MS4) y 
heparina (MHEP) poseen una elevada carga superficial negativa debido a 
que poseen grupos carboxilato y sulfato respectivamente. Sin embargo, las 
partículas recubiertas de dietilaminoetil dextrano (MDEXN) poseen carga 
positiva a pH 7 debido a que poseen grupos amino terciarios en su 
superficie. Las partículas recubiertas de dextrano poseen una ligera carga 
negativa debida posiblemente a una pequeña ionización de los grupos 
hidroxilo del dextrano. 
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Figura 9. Potencial de interacción entre 2 partículas de magnetita de distinto tamaño recubiertas de 
DMSA. Parámetros DMAG=4, 6.5, 9 y 14 nm;, r=DMAG;  ξ=-40 mV; ms=62, 73, 75 y 82 
emu/g respectivamente para tamaño de partícula creciente;  c=0,01M. 
Tabla 4. Propiedades estructurales y coloidales de las muestras. 
MUESTRA DTEM (nm) 
Dhyd 
(nm) 
Potencial ξ pH 7 
(mV) 
MS4 3,8 65 -40 
MDEX 10,0 100 -17 
MHEP 10,0 120 -27 
MDEXN 6,3 160 +26 
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 Tras la incubación durante 24 horas de la muestra MS4 (cc=0,5 mg 
Fe/mL) con las células HeLa, se puede observar en la Figura 10 que las 
nanopartículas se han internalizado en el interior de éstas, situándose en el 
citoplasma y rodeando la envoltura nuclear. Incubaciones realizadas con 
una concentración de muestra menor (0,1 y 0,05 mg Fe/mL) muestran que 
también las células han internalizado las nanopartículas. Estos resultados 
concuerdan con lo observado anteriormente para partículas aniónicas que 
poseían también grupos carboxilato orientados hacia el exterior59, 60. 
 Las nanopartículas recubiertas de heparina solo se observan en el 
interior de las células cuando la concentración de Fe en el medio es de 0,5 
mg Fe/mL (Figura 11, izqda). Sin embargo, cuando la concentración es 
menor no se ha observado ninguna internalización de las partículas. Este 
hecho es debido a la existencia de receptores de membrana celulares de la 
heparina que inhiben su endocitosis. A partir de una determinada 
concentración, los receptores se saturan y la endocitosis acaba teniendo 
lugar. Otros autores apuntan a que la heparina adopta una conformación 
ramificada aumentando su hidrofilicidad e inhibiendo su endocitación73, 74.  
 
Figura 10. Imágenes obtenidas por el microscopio óptico de las células HeLa tras ser incubadas con 
MS4 (cc=0,5 mg Fe/mL) durante 24 horas a diferentes aumentos. Barra de escala=100 nm. 
MS4
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  Para la muestra MDEX no se ha observado internalización de las 
partículas con ninguna de las concentraciones seleccionadas lo que es 
perfectamente explicable debido a la hidrofilicidad del dextrano que inhibe 
su endocitosis75. Para las nanopartículas cargadas positivamente (MDEXN) 
la internalización se llevó a cabo a todas las concentraciones tal y como se 
observó anteriormente con partículas cargadas positivamente48 (Figura 11). 
 En la Figura 12 se representa el porcentaje de células HeLa que han 
sobrevivido tras ser incubadas con las distintas muestras de partículas. 
Excepto cuando las células fueron incubadas con la muestra MHEP a la 
concentración más alta de Fe, las células presentaron una elevada tasa de 
supervivencia. Estos resultados demuestran que el ácido 
dimercaptosuccínico (DMSA) no es citotóxico y las partículas recubiertas 
por este ligando se pueden utilizar para diversas aplicaciones biomédicas 
que requieran su internalización celular. Anteriormente ya se demostró que 
las partículas recubiertas con dextrano tampoco tuvieron efectos 
citotóxicos para las células y por ello suspensiones de partículas de óxido de 
hierro recubiertas de dextrano se emplean para seguir los movimientos de 
las células76.Otro ejemplo de recubrimiento que no manifiesta efectos 
citotóxicos es el Pluronic F-12715, un polímero anfifílico en los que se 
alternan cadenas hidrófilas e hidrófobas a lo largo del polímero. En este 
estudio, las nanopartículas de magnetita sintetizadas por descomposición, 
recubiertas de Pluronic F-127 mostraron nula citotoxicidad tras ser 
incubadas con las células HeLa durante 48 horas a una concentración 
máxima de 0,2 mg Fe/ml. 
 
Figura 11. Imágenes obtenidas por el microscopio óptico de las células HeLa tras ser incubadas con 
MHEP, MDEXN y MDEX (cc=0,5 mg Fe/mL) durante 24 horas. 
MHEP MDEXN MDEX 
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4.  Conclusiones 
 En este capítulo se ha estudiado la obtención de suspensiones de 
nanopartículas magnéticas estables en agua mediante intercambio de 
ligandos con DMSA y las obtenidas por síntesis directa en 2-pirrolidona en 
presencia y ausencia de PEG(COOH)2. Se ha observado que el intercambio 
de ligandos con DMSA es el mejor método para obtener suspensiones 
estables en agua ya que es sencillo, rápido y los diámetros hidrodinámicos 
obtenidos son menores de 100 nm debido a su elevada carga superficial que 
hace que estabilice la suspensión por repulsión electrostática. Queda 
descartada la síntesis directa en 2-pirrolidona ya que no permite obtener 
suspensiones estables en agua debido a que las partículas se agregan 
irreversiblemente. La presencia de PEG(COOH)2 en la síntesis directa no 
mejora la estabilidad de las suspensiones ya que se forman grandes 
partículas de polímero con partículas de magnetita en su interior que 
acaban sedimentando.   
 Las partículas magnéticas recubiertas de DMSA se internalizaron 
dentro de las células HeLa tras 24 horas de incubación disponiéndose en el 
citoplasma y rodeando la envoltura nuclear. El test de supervivencia celular 
de las células HeLa mediante los ensayos MTT mostró que las partículas de 
magnetita recubiertas de DMSA no son tóxicas para las células en el 
intervalo de concentraciones que va desde 0,05 a 0,5 mg Fe/mL. El hecho 
de que las partículas posean nula citotoxicidad así como que se internalicen 
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Figura 12. Test de viabilidad celular de las células HeLa tras ser incubadas con las distintas 
muestras de partículas durante 24 horas utilizando el ensayo MTT. 
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dentro de la célula al ser incubadas permite que se pueda llevar a cabo su 
aplicación como agente de contraste en MRI o como generador de calor 
para hipertermia. Sin embargo, su utilización como vector y liberador de 
fármacos al exterior de la célula requiere una posterior funcionalización que 
permita que las partículas no sean fagocitadas al interior de la célula. 
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Evaluación de las suspensiones 
como agentes de contraste en MRI 
 
 
 
RESUMEN 
 Nanopartículas superparamagnéticas de magnetita con un diámetro 
entre 4 y 14 nanómetros se han sintetizado por el método de 
descomposición. Posteriormente, se han transferido a medio acuoso 
mediante intercambio del ácido oleico por el ácido dimercaptosuccínico 
(DMSA) que las estabiliza en agua debido a su carga superficial negativa. La 
evaluación de las partículas como agentes de contraste se siguió tanto in 
vitro por medidas de T1 y T2, como in vivo mediante la captación de 
imágenes de ratas y la medida de la biodistribución de las nanopartículas 
con el tiempo. Los valores de relaxividad in vitro son del mismo orden o 
mayores que los valores de agentes de contraste comerciales y están 
relacionados con el tamaño de partícula y el de agregado. En cuanto a la 
biodistribución de las nanopartículas éstas poseen un tiempo de vida media 
de 3 minutos y se acumulan principalmente en el hígado. 
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1.  Introducción 
 Los agentes de contraste T2 comerciales que están siendo utilizados 
actualmente son nanopartículas de maghemita/magnetita sintetizadas por 
coprecipitación1 y recubiertas por polímeros (dextrano, carboxidextrano, 
almidón o polietilenglicol) o moléculas pequeñas (iones citrato). Tanto el 
diámetro hidrodinámico como la carga superficial del coloide magnético 
introducido en el cuerpo condicionan su biodistribución y por ello se 
pueden clasificar en función del órgano, tejido o región que se quieran 
visualizar. Por ejemplo partículas de óxido de hierro recubiertas de 
dextrano (Feridex®, Guerbet) o carboxidextrano (Resovist®, Schering) con 
un elevado diámetro hidrodinámico, han sido utilizadas para obtener 
imágenes de hígado2, 3. Sin embargo, cuando el diámetro hidrodinámico 
disminuye, su tiempo de vida media en sangre aumenta y es posible 
utilizarlos para obtener imágenes del torrente sanguíneo pudiendo 
visualizar los macrófagos o los nódulos linfáticos (Sinerem®, Guerbet y 
Supravist®, Schering)4, 5. 
 La carga superficial también afecta el tiempo que tardan en ser 
detectados por los macrófagos6. Partículas de pequeño tamaño con elevada 
carga superficial negativa (VSOP-184) poseen un tiempo de vida medio en 
sangre de 0,6-1,3 horas7. Sin embargo, cuando el recubrimiento es dextrano 
que posee una carga neutra (Sinerem®), el tiempo de vida media en sangre 
aumenta hasta las 45 horas4. 
 Estos agentes de contraste comerciales presentan varios problemas 
como la falta de control sobre el tamaño medio de las partículas y su ancha 
distribución de tamaños. Otro problema es la falta de cristalinidad de las 
partículas debido a la presencia de defectos en la estructura o la gran 
proporción de átomos de Fe que se encuentran en la superficie y que 
poseen falta de simetría, lo que repercute en sus pobres propiedades 
magnéticas. La fuerza del enlace entre el recubrimiento y la partícula 
también es un problema8 ya que en la mayoría de las veces suele estar unido 
por adsorción (ej. dextrano) y cuando las partículas son inyectadas el 
recubrimiento se desorbe por dilución facilitando su agregación y captura 
por los macrófagos9. 
 La mejora de la calidad se puede optimizar por dos vías (Figura 1). 
La primera de ellas esta relacionada con mejorar las propiedades magnéticas 
del agente de contraste que vienen dadas por el material, el tamaño de 
partícula, la cristalinidad, y el tamaño final del coloide en agua. Estos 
parámetros pueden ser controlados por el método de preparación de las 
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partículas, incluyendo su síntesis y su posterior modificación superficial. El 
contraste final en las imágenes es un reflejo de estas propiedades y puede 
ser evaluado in vitro mediante medidas de relaxividad. Otra estrategia para 
poder mejorar el contrate es controlar la biodistribución de las partículas 
para obtener imágenes de la zona deseada. Como se ha dicho 
anteriormente, la biodistribución vendrá dada tanto por el tamaño del 
coloide en solución como por la naturaleza de la carga y los grupos 
funcionales del recubrimiento. 
 En este capítulo se ha realizado la comparación de las propiedades 
magnéticas y coloidales con las propiedades relaxométricas de partículas de 
magnetita de 4 tamaños distintos sintetizadas por descomposición 
térmica10-13 y transferidas a agua mediante intercambio de ligandos con el 
ácido dimercaptosuccínico14, 15. Estas suspensiones poseen tamaños 
hidrodinámicos por debajo de 100 nm y son estables en agua a pH 7 gracias 
a su elevada carga superficial. La evaluación de las suspensiones como 
agentes de contraste se ha realizado mediante medidas de tiempos de 
relajación T1 y T2 y los resultados se compararon con el tamaño de 
partícula y de agregado en las muestras. También se ha llevado a cabo la 
evaluación de la biodistribución de las nanopartículas inyectadas en rata a 
partir de la obtención de imágenes mediante Resonancia Magnética Nuclear 
y midiendo el contraste en diversos órganos a lo largo del tiempo. 
 
MEJORA DE LA CALIDAD
DE LOS AGENTES DE CONTRASTE
CARGA
SUPERFICIAL
TAMAÑO
DE PARTÍCULA
PROPIEDADES MAGNÉTICAS BIODISTRIBUCIÓN
TAMAÑO
HIDRODINÁMICO
CRISTALINIDAD RECUBRIMIENTO
GRUPOS 
FUNCIONALES
MATERIAL
Figura 1. Factores de los que dependen las propiedades de las partículas superparamagnéticas como 
agentes de contraste en Resonancia Magnética de Imagen. 
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2.  Sección experimental 
2.1 Preparación de las suspensiones 
 Una mezcla de reacción compuesta por 0,71 g (2 mmol) de 
Fe(acac)3, 2,38 g (10 mmol) de 1,2-hexadecanodiol, 1,69 g (6 mmol) de 
ácido oleico, 1,60 g (6 mmol) de oleilamina y 20 mL de disolvente se 
calentó bajo agitación y corriente de N2 hasta los 200º C, temperatura que 
se mantuvo durante 120 minutos para después calentar hasta el p. eb. del 
disolvente bajo una atmósfera inerte. Posteriormente se dejó la reacción a 
reflujo durante unos 30 minutos y enfrió hasta temperatura ambiente. Para 
la síntesis de las muestras con distinto tamaño de partícula se utilizaron 
fenil éter (síntesis de M4), bencil éter (síntesis de M6), trioctilamina (síntesis 
de M9) y 1-octadeceno (síntesis de M14).  
 Las partículas se purificaron tras añadir etanol y aplicar varios ciclos 
de centrifugación a 9000 rpm durante 15 minutos. A continuación se 
resuspendieron las partículas en hexano y volvió a centrifugar para eliminar 
posibles agregados.  
Figura 2. Ruta de síntesis de las muestras utilizadas. 
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 La transferencia a medio acuoso se realizó mediante el método de 
intercambio de ligando con ácido dimercaptosuccínico (DMSA)14. Para ello, 
las partículas de magnetita (50 mg en 5 mL) se coagularon tras añadir etanol 
y centrifugar durante 15 minutos a 4000 rpm. Tras decantar el 
sobrenadante se añadió 25 mL de tolueno a las partículas y posteriormente 
una disolución de 90 mg de DMSA en 5 mL de dimetil sulfóxido (DMSO). 
La mezcla resultante se sonicó durante 5 minutos y agitó mecánicamente en 
una noria durante 24 horas. Una vez terminada la agitación se lavaron las 
partículas con etanol y acetona y centrifugaron (15 min, 4000 rpm) 
sucesivamente para eliminar restos de moléculas de ácido oleico. 
 A continuación se redispersaron las partículas en agua y se añadió 
unas gotas de NaOH con el fin de obtener suspensiones de partículas con 
un diámetro hidrodinámico menor de 100 nm. Finalmente se filtró la 
suspensión a presión por un filtro de 0,22 μm de tamaño de poro y 
dializaron durante 3 días. 
  Las muestras estables en medio acuoso pasan a denominarse MS4, 
MS6, MS9, MS14 (Figura 2). 
2.2 Caracterización 
 Durante los estudios realizados en este capítulo se han empleado las 
siguientes técnicas de caracterización. El TEM se ha empleado para el 
análisis de la morfología y el tamaño de las partículas. La DRX ha 
permitido conocer el tamaño cristalino que poseen las partículas. El VSM 
ha posibilitado la caracterización magnética de las partículas, tanto el polvo 
como las suspensiones gelificadas en agar. El DLS se ha empleado para la 
medición de los tamaños en solución de las suspensiones de partículas en 
medio orgánico y acuoso y para medir el potencial ξ de las partículas en 
agua a varios pHs. Los tiempos de relajación de las suspensiones de las 
partículas gelificadas en agar se midieron a diferentes concentraciones con 
el espectrómetro MINISPEC MQ60. El espectrómetro BIOSPEC 47/40 
se utilizó para la toma de imágenes coronales de las ratas Wistar macho 
(Apéndice I) y para seguir el tiempo de vida de las partículas en el torrente 
sanguíneo.  
3.  Resultados y discusión 
3.1 Caracterización estructural, magnética y coloidal 
 Como se puede observar en la Figura 3, las nanopartículas 
obtenidas que se han empleado para este estudio poseen tamaños medios 
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de partícula que van desde los 4 hasta los 14 nm (Tabla 1). Además, la 
distribución de tamaños es muy estrecha en todos los casos (σ<0,20). El 
tamaño cristalino de las nanopartículas es similar al tamaño medio medido 
por el microscopio (Tabla 1) lo que quiere decir que cada nanopartícula es 
un monocristal.  
 Todas las muestras de nanopartículas que están recubiertas de ácido 
oleico son superparamagnéticas a temperatura ambiente con valores de mS 
que aumentan desde 62 emu/g para M4 hasta 82 emu/g para M14. Los 
valores de la susceptibilidad magnética inicial (χini) que se muestran en la 
Tabla 1 también aumentan al aumentar el tamaño medio de partícula de las 
muestras.  
 El estudio de las propiedades coloidales de las suspensiones acuosas 
de las partículas se ha llevado a cabo a través de la medida de los diámetros 
hidrodinámicos, la evolución del potencial ξ de las partículas con el pH y la 
estabilidad de las suspensiones en función del pH. La distribución de los 
tamaños hidrodinámicos de las suspensiones de las partículas son 
 
Figura 3. Imágenes TEM y diribución de tamaños de las partículas sintetizadas en medio orgánico. 
Barra de escala= 50nm. 
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monomodales variando su tamaño medio entre 50 y 70 nm (en intensidad) 
y entre 16 y 23 nm (en número) por lo que las partículas pueden ser 
inyectadas vía intravenosa ya que su tamaño de agregado es menor de 100 
nm. Los tamaños hidrodinámicos han aumentado con respecto a los que 
tenían en medio orgánico. Este aumento del tamaño de los agregados tiene 
lugar durante el intercambio debido a las interacciones dipolares magnéticas 
que hay entre las partículas (que varían con la distancia al cubo) y al 
acortamiento de la longitud del ligando que recubre las partículas (Capítulo 
5). 
 El potencial ξ de las partículas recubiertas de DMSA, calculado a 
partir de medidas de movilidad electroforética, es negativo durante todo el 
intervalo de pH siendo el potencial ξ a pH 7 de -40 mV. Este valor tan 
negativo de la carga superficial a pH 7 es debido a que uno de los dos 
grupos carboxilo que posee el DMSA esta orientado hacia el exterior 
dotando a las partículas de estabilidad mediante repulsión electrostática. La 
elevada carga superficial asegura la estabilidad de las partículas con el 
tiempo. 
 El comportamiento magnético de las nanopartículas de magnetita 
recubiertas de DMSA en forma de polvo es superparamagnético a 
temperatura ambiente. La mS se ha reducido entre un 5 y un 10% respecto 
al valor de las nanopartículas de procedencia apoyando el hecho de que se 
ha producido una ligera oxidación de las nanopartículas observado 
previamente por IR (Capítulo 5, Figura 4). La susceptibilidad inicial es 
Figura 4. Curvas de magnetización a RT de las nanopartículas recubiertas de DMSA en polvo y 
en agar. 
 
-2 -1 0 1 2
-1,0
-0,5
0,0
0,5
1,0  MS4
 MS6
 MS9
 MS14
 m
/m
S
Campo magnético (T)
POLVO
-1 0 1 2
 
 MS4 
 MS6 
 MS9 
 MS14 
Campo magnético (T)
SUSPENSIÓN
 Capítulo 6 
mayor para las partículas hidrofílicas debido a la presencia de interacciones 
más fuertes entre las partículas20, 21. 
 Las suspensiones hidrofílicas en agar poseen un comportamiento 
superparamagnético a temperatura ambiente (Figura 4) y la susceptibilidad 
inicial aumenta según aumenta el tamaño de partícula para MS4, MS6 y 
MS9 que poseen un tamaño de agregado similar (70 nm). Sin embargo, la 
muestra MS14 posee un valor de χini menor que el de MS9 a pesar de tener 
las partículas de mayor diámetro (14 nm) probablemente debido al menor 
tamaño de agregado (50 nm). Este resultado está de acuerdo con lo 
observado por el grupo de R. W. Chantrell22, 23 para ferrofluidos donde 
encontraron que cuando las interacciones son débiles, la susceptibilidad 
reducida (χini/mS) aumenta al aumentar el tamaño de las partículas. Sin 
embargo, por encima de un determinado diámetro, la susceptibilidad 
reducida no sigue la ley de Curie-Weiss porque las interacciones son muy 
fuertes y la susceptibilidad disminuye. 
  El diámetro magnético (DMAG) calculado a partir de las curvas de 
magnetización de las suspensiones en agar utilizando la ecuación de 
Chantrell24 disminuye de 9,1 (MS9) a 8,0 nm (MS14) cuando el tamaño de 
partícula aumenta de 9 a 14 nm (Figura 5). Este resultado apoya el hecho de 
que por encima de un tamaño de partícula determinado las interacciones 
entre partículas son muy fuertes dentro de los agregados y controlan el 
valor deχini, siendo despreciables las interacciones entre agregados. 
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Figura 5. Valores del diámetro magnético de las partículas antes de ser transferidas a medio acuoso 
en polvo (hidrófobas) y después de de ser transferidas en polvo y suspensión (hidrófilas). 
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3.2 Evaluación in vitro como agentes de contraste  
 El estudio de las propiedades relaxométricas se llevó a cabo 
midiendo los tiempos de relajación del protón (T1 y T2) a distintas 
concentraciones de hierro y calculando los valores de la relaxividad (r1 y r2) 
(Figura 6). Los valores de r1 medidos aumentan al aumentar el tamaño de 
partícula entre 7 mM-1s-1 para MS4 y 19 mM-1s-1 para MS14 (Tabla 1, Figura 
6). Estos valores son similares a los medidos para los agentes de contraste 
comerciales8,25 y también a otras partículas de óxido de hierro 
superparamagnéticas sintetizadas por el método de descomposición26, 27.  
 
 Esta misma tendencia con el tamaño se observó con los tiempos de 
relación transversal (T2) para las muestras MS4, MS6 y MS9. Los valores de 
r2 aumentan desde 84 mM-1s-1 (MS4) hasta 317 mM-1s-1 (MS9). Sin embargo, 
el valor de r2 para M14S es menor que lo esperado teniendo en cuenta el 
tamaño medio de sus partículas (204 mM-1s-1). El tamaño de agregado juega 
un papel fundamental en los valores de r2. Para partículas de magnetita 
recubiertas de DMSA con un tamaño de agregado superior a 200 nm y un 
tamaño medio de 4 y 14 nm se midieron valores de r2 de 315 y 437 mM-1s-1 
respectivamente. Para estas dos muestras, la χini también registró un gran 
aumento de acuerdo con el tamaño de agregado que afecta tanto a las 
propiedades magnéticas como a las relaxométricas. El agregado puede ser 
considerado como una esfera magnetizada donde las interacciones entre los 
distintos nanocristales producen elevado gradiente de campo magnético y, 
por consiguiente, un efecto dominante en r228. Los bajos valores de r1 y los 
elevados valores de r2 denotan que la principal contribución a los valores de 
relaxividad es el efecto de la susceptibilidad magnética (Figura 7). El hecho 
de que las partículas no estén distribuidas uniformemente en el medio sino 
que se encuentran formando pequeños agregados hace que en 
determinadas zonas existan diferencias de magnetización, creando 
gradientes de campo local  
Tabla 1. Propiedades coloidales y relaxométricas de las suspensiones de partículas estables en medio 
acuoso. 
MUESTRA DTEM (nm) 
Dh 
(nm) 
r1 
(mM-1s-1) 
r2 
(mM-1s-1)
r2/r1 
MS4 3,8 65 7 84 12 
MS6 6,4 65 7 116 16 
MS9 9,2 70 18 317 17 
MS14 14,2 50 18 204 11 
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que aceleran la pérdida de coherencia de fase de los espines de los protones 
que contribuyen a la señal y producen un aumento de r2.  
 En la Tabla 2 se recogen los valores relaxométricos y coloidales más 
relevantes publicados hasta la fecha de los agentes de contraste comerciales 
y suspensiones de partículas preparadas por descomposición. Los valores 
de relaxividad de las suspensiones preparadas son muy elevados, y 
superiores o similares a los publicados para agentes de contraste T2 
basados en nanopartículas de ferritas recubiertas de DMSA15 (Tabla 3). En 
este caso los autores observaron que un incremento en el tamaño de las 
partículas da lugar a un incremento en la relaxividad que está de acuerdo 
con nuestros resultados. Los mismos autores comprobaron que para 
partículas con el mismo tamaño (12 nm), al cambiar el catión divalente la 
relaxividad también cambia. Nanopartículas de MnFe2O4 poseen el valor 
más alto de r2 (350 mM-1s-1), mientras que nanopartículas de Fe3O4 o 
ferritas de Co y Ni poseen valores de r2 más bajos (218, 172 y 150 mM-1s-1 
respectivamente). Aun así, en este artículo no se especificaban datos sobre 
los tamaños hidrodinámicos o las propiedades magnéticas de las partículas 
por lo que el origen del aumento de contraste no está claro. 
 
 
Figura 6. Inverso de T1 y T2 frente a la concentración de hierro de las suspensiones de 
nanopartículas. 
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Tabla 2. Valores relaxométricos y coloidales más relevantes publicados hasta la fecha de los agentes 
de contraste comerciales y suspensiones de partículas preparadas por descomposición. 
 
PRODUCTO 
COMERCIAL MATERIAL RECUBRIMIENTO
DTEM 
(nm) 
Dh 
(nm) 
r1 
(mM-1s-1)
r2 
(mM-1s-1) r2/r1 
Sinerem/Combidex8 Dextrano 4-15 30 9,9 65 7 
Resovist Carboxidextrano 4-15 60 9,7 189 19 
VSOP_C184 Ácido cítrico 5 7 14 33,4 2 
Endorem/Feridex 
γ-Fe2O3 
Dextrano 4-15 150 10,1 120 12 
        
AUTORES MATERIAL RECUBRIMIENTO DTEM (nm) 
Dh 
(nm) 
r1 
(mM-1s-1)
r2 
(mM-1s-1) r2/r1 
3   43  
9 30  57  PEG-PEI 
18 40  107  
3   32  
9   53  
Poli(anhídrido 
maleico -alt-1-
tetradeceno) 18   77  
4,5 250  94  
6 250  122  
7,5 250  196  
U.Tromsdorf 
 et al18 MnFe2O4 
Micelas lipídicas 
9 250  167  
4 17 1,3 25,1 19 
4 75 2,9 169 58 
8 90 1,6 318 199 
H. Ai 
 et al29 Fe3O4 PCL5k-b-PEG5k 
16 110 2 471 236 
MnFe2O4   358  
Fe3O4   218  
CoFe2O4   172  
NiFe2O4 
12 
  152  
MnFe2O4 9   265  
J. H. Lee 
 et al17 
MnFe2O4 
DMSA 
6   208  
PF127/OA 10,1 71 0,311 71,33 229 
TMAOH   9,7 175 18 J.Qin  et al19 Fe3O4 
DMSA   2,6 76,7 30 
J. Wan  
et al26 Fe3O4 TREG 8,1 16,5 14,1 82,7 6 
E. Taboada 
 et al27 γ-Fe2O3 Acido cítrico 5 18 15 67 5 
J. Yang  
et al30 MnFe2O4 
mPEG-Ác. 
decanoico 12 22,3  404  
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 Aunque el aumento del contraste de las nanopartículas sintetizadas 
por el método de descomposición térmica se había adjudicado a la elevada 
cristalinidad de las partículas sintetizadas18, 27, en los trabajos publicados 
hasta ahora no se tenía en cuenta la agregación y, por tanto, los resultados 
fueron confusos y difíciles de comparar (Tabla 2). Partículas preparadas por 
descomposición térmica con tamaños hidrodinámicos entre 15-30 nm 
presentan valores de r2 entre 25-70 mM-1s-1 17, 27, 29, 30, similares al Sinerem o 
al Combidex, productos comerciales preparados por coprecipitación con 
tamaños hidrodinámicos de 30 nm medidos al mismo campo magnético 
(1,5 T). Sin embargo, cuando el diámetro hidrodinámico de las partículas es 
mayor de 200 nm los valores de r2 aumentaron hasta 150 mM-1s-1 19, valores 
similares al del Endorem que posee un tamaño hidrodinámico de 150 nm. 
El efecto de la agregación quedó demostrado también en partículas 
agregadas en el interior de micelas18, 29. En nuestro caso queda clara la 
importancia de la cristalinidad al comparar la muestra MS9 que posee un 
diámetro hidrodinámico de 70 nm y un r2 1,5 veces mayor que el del 
Resovist, preparado por coprecipitación y con diámetro hidrodinámico 
similar25, revelando la importancia de la cristalinidad.  
 Otro factor importante es el valor de r2/r1 indicativo de la 
efectividad del agente de contraste. Para MS9 este valor es de 17 que es 
igual al del Resovist y mayor que el publicado para Sinerem (r2/r1=7)8. 
 Se puede concluir que para el desarrollo de nuevos agentes de 
contraste, es deseable la síntesis de partículas magnéticas de elevada 
cristalinidad como las preparadas para este estudio. El comportamiento 
magnético y las propiedades relaxométricas de las suspensiones vienen 
determinadas por el tamaño de las nanopartículas y de los agregados en  
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Figura 7. Evolución de r2, χini y Dh en función del tamaño de partícula. 
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solución, que dependen del método de síntesis y del proceso de 
transferencia a medio acuoso empleado. A 1,5 T, los valores de r2 aumentan 
al aumentar la mS. Sin embargo, las muestras que poseen un tamaño de 
partícula grande y, por tanto, valores de mS cercanos a los del material 
masivo poseen diferentes valores de r2 debido a la diferencia de tamaño de 
agregado que afecta a los valores de susceptibilidad inicial a campos bajos 
(Figura 7). 
3.3 Evaluación in vivo como agentes de contraste 
 La evaluación in vivo del agente de contraste se llevó a cabo 
mediante la adquisición de imágenes tras haber inyectado el agente de 
contraste a una rata y ver en que órganos se acumula. También se realizó la 
medición del tiempo de vida medio de las partículas en el torrente 
sanguíneo midiendo el T2 en muestras de sangre tomadas a distintos 
tiempos tras inyectar las suspensiones de nanopartículas. 
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Figura 8. Imágenes de Resonancia Magnética de la rata antes y después de haber inyectado las 
suspensiones MS4 y MS9. 
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 En la Figura 8 se pueden observar las imágenes de las ratas antes y 
después de haber inyectado las suspensiones de partículas de magnetita que 
tienen mayor valor de r2 (MS9) y menor valor de r2 (MS4). En ambos casos 
se puede observar que después de 5 minutos el hígado está más oscurecido 
a consecuencia de la acumulación de partículas en este órgano por la 
captación realizada por las células de Kupfer.  
 El tiempo de vida medio en sangre para la muestra MS4 se calculó a 
partir de la evolución de la relaxividad longitudinal y transversal de las 
muestras de sangre tomadas a lo largo del tiempo tras ser inyectada 300 μl 
de suspensión a una concentración de 1 mg Fe/mL en la rata (dosis= 20 
μmol Fe/kg de rata). Tras ajustar a una función monoexponencial 
decayente los valores de r1 y r2 frente al tiempo, se calculó el tiempo de vida 
medio en sangre que fue de 3±1 minutos (Figura 9). Este valor es más bajo 
que el medido para partículas sintetizadas por pirólisis láser y recubiertas de 
dextrano de similar diámetro hidrodinámico (t1/2=7 min)31. En este caso, el 
mayor tiempo de vida media es debida al tipo de recubrimiento ya que su 
carga superficial está cercana a la neutralidad al poseer grupos hidroxilo. 
También posee menor tiempo de vida en sangre que el del agente de 
contraste VSOP-C184 (t1/2=30 min)32 que consiste en partículas de γ-Fe2O3 
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Figura 9. Variación del inverso del T1 y T2 en sangre de la suspensión de partículas MS4. 
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de 7 nm de Dh y recubierta de iones citrato debido a su menor diámetro 
hidrodinámico. Para mejorar el tiempo de vida en sangre habría que realizar 
una posterior etapa a la transferencia al medio acuoso que sería la 
funcionalización de las partículas con dextrano o polietilenglicol para 
conseguir un recubrimiento más neutro sin aumentar demasiado el tamaño 
hidrodinámico. 
4.  Conclusiones 
 En este capítulo se han preparado suspensiones de nanopartículas 
de magnetita mediante el método de descomposición térmica de 
precursores orgánicos con tamaños de partícula entre 4 y 14 nm. Estas 
partículas fueron transferidas a medio acuoso mediante una reacción de 
intercambio de ligando con DMSA resultando un tamaño final de 
agregados menor de 100 nm. Las medidas de los valores de r1 y r2 muestran 
que estas suspensiones poseen un futuro prometedor como agentes de 
contraste en resonancia magnética debido a sus elevados valores de 
relaxividad y su bajo diámetro hidrodinámico. Cuando las suspensiones 
están formadas por partículas de pequeño tamaño, r2 aumenta con el 
tamaño de partícula. Pero por encima de un tamaño de partícula 
determinado r2 aumenta con el tamaño de agregado. Las nanopartículas 
sintetizadas por el método de descomposición y recubiertas por DMSA 
muestran ventajas significativas sobre los agentes de contraste comerciales 
que están disponibles en la actualidad. La administración vía intravenosa de 
las nanopartículas recubiertas de DMSA a las ratas producen un 
oscurecimiento del hígado a consecuencia de su acumulación en este 
órgano. El tiempo de vida en sangre es de 3 minutos, un tiempo de vida 
corto ya que las partículas poseen tamaños hidrodinámicos entre 50 y 100 
nm y están cargadas negativamente debido a los grupos carboxilato que se 
encuentran en su superficie  
5.  Agradecimientos 
 Quisiera agradecer a la Prof. Paloma Ballesteros, la Dr. Elena Pérez 
Mayoral y al estudiante de doctorado Jordi Soler (UNED, laboratorio 
SOIMRM) por permitirme y enseñarme el uso del aparato MINISPEC 
MQ60 para la realización de las medidas relaxométricas. Asimismo quería 
agradecer al Dr. Jesús Ruiz Cabello y a la Dra. Sandra Pérez Rial (Instituto 
de Estudios Biofuncionales) la toma y adquisición de imágenes de 
Resonancia Magnética de las ratas. También quería agradecer la ayuda y 
 Capítulo 6 
colaboración del Dr. Sabino Veintenillas Verdaguer en la preparación de las 
muestras, medición de los tiempos de relajación y discusión de los 
resultados. 
6.  Referencias 
1. Massart, R., Preparation of aqueous magnetic liquids in alkaline and acidic 
media. IEEE Transactions on Magnetics 1981, MAG-17, (2), 1247-1248. 
2. Clément, O.; Siauve, N.; Cuénod, C. A.; Frija, G., Liver imaging with 
ferumoxides (Feridex®): Fundamentals, controversies, and practical 
aspects. Topics in Magnetic Resonance Imaging 1998, 9, (3), 167-182. 
3. Reimer, P.; Marx, C.; Rummeny, E. J.; Müller, M.; Lentschig, M.; Balzer, 
T.; Dietl, K. H.; Sulkowski, U.; Berns, T.; Shamsi, K.; Peters, P. E., SPIO-
enhanced 2D-TOF MR angiography of the portal venous system: Results 
of an intraindividual comparison. Journal of Magnetic Resonance Imaging 1997, 
7, (6), 945-949. 
4. McLachlan, S. J.; Morris, M. R.; Lucas, M. A.; Fisco, R. A.; Eakins, M. N.; 
Fowler, D. R.; Scheetz, R. B.; Olukotun, A. Y., Phase I clinical evaluation 
of a new iron oxide MR contrast agent. Journal of magnetic resonance imaging : 
JMRI 1994, 4, (3), 301-307. 
5. Simon, G. H.; Von Vopelius-Feldt, J.; Fu, Y.; Schlegel, J.; Pinotek, G.; 
Wendland, M. F.; Chen, M. H.; Daldrup-Link, H. E., Ultrasmall 
supraparamagnetic iron oxide-enhanced magnetic resonance imaging of 
antigen-induced arthritis: A comparative study between SHU 555 C, 
ferumoxtran-10, and ferumoxytol. Investigative Radiology 2006, 41, (1), 45-
51. 
6. Chouly, C.; Pouliquen, D.; Lucet, I.; Jeune, J. J.; Jallet, P., Development of 
superparamagnetic nanoparticles for MRI: Effect of particle size, charge 
and surface nature on biodistribution. Journal of Microencapsulation 1996, 13, 
(3), 245-255. 
7. Taupitz, M.; Wagner, S.; Schnorr, J.; Kravec, I.; Pilgrimm, H.; Bergmann-
Fritsch, H.; Hamm, B., Phase I clinical evaluation of citrate-coated 
monocrystalline very small superparamagnetic iron oxide particles as a 
new contrast medium for magnetic resonance imaging. Investigative 
Radiology 2004, 39, (7), 394-405. 
8. Corot, C.; Robert, P.; Idée, J. M.; Port, M., Recent advances in iron oxide 
nanocrystal technology for medical imaging. Advanced Drug Delivery Reviews 
2006, 58, (14), 1471-1504. 
9. Bautista, M. C.; Bomati-Miguel, O.; Zhao, X.; Morales, M. P.; González-
Carreño, T.; Pérez de Alejo, R.; Ruiz-Cabello, J.; Veintemillas-Verdaguer, 
S., Comparative study of ferrofluids based on dextran-coated iron oxide 
and metal nanoparticles for contrast agents in magnetic resonance 
imaging. Nanotechnology 2004, 15, (4). 
Capítulo 6
147
Evaluación de las suspensiones como agentes de contraste en MRI 
10. Rockenberger, J.; Scher, E. C.; Alivisatos, A. P., A new nonhydrolytic 
single-precursor approach to surfactant-capped nanocrystals of transition 
metal oxides Journal of the American Chemical Society 1999, 121, (49), 11595-
11596. 
11. Hyeon, T.; Su Seong, L.; Park, J.; Chung, Y.; Hyon Bin, N., Synthesis of 
highly crystalline and monodisperse maghemite nanocrystallites without a 
size-selection process. Journal of the American Chemical Society 2001, 123, 
(51), 12798-12801. 
12. Qian, Z. M.; Li, H.; Sun, H.; Ho, K., Targeted drug delivery via transferrin 
receptor-mediated endocytosis pathway. Pharmacological Review 2002, 54, 
(4), 561-87. 
13. Yin, M.; O'Brien, S., Synthesis of monodisperse nanocrystals of 
manganese oxides. Journal of the American Chemical Society 2003, 125, (34), 
10180-10181. 
14. Jun, Y. W.; Huh, Y. M.; Choi, J. S.; Lee, J. H.; Song, H. T.; Kim, S.; Yoon, 
S.; Kim, K. S.; Shin, J. S.; Suh, J. S.; Cheon, J., Nanoscale size effect of 
magnetic nanocrystals and their utilisation for cancer diagnosis via 
magnetic resonance imaging. Journal of the American Chemical Society 2005, 
127, (16), 5732-5733. 
15. Huh, Y. M.; Jun, Y. W.; Song, H. T.; Kim, S.; Choi, J. S.; Lee, J. H.; Yoon, 
S.; Kim, K. S.; Shin, J. S.; Suh, J. S.; Cheon, J., In vivo magnetic resonance 
detection of cancer by using multifunctional magnetic nanocrystals. 
Journal of the American Chemical Society 2005, 127, (35), 12387-12391. 
16. Na, H. B.; Lee, J. H.; An, K.; Park, Y. I.; Park, M.; Lee, I. S.; Nam, D. H.; 
Kim, S. T.; Kim, S. H.; Kim, S. W.; Lim, K. H.; Kim, K. S.; Kim, S. O.; 
Hyeon, T., Development of a T1 contrast agent for magnetic resonance 
imaging using MnO nanoparticles. Angewandte Chemie - International Edition 
2007, 46, (28), 5397-5401. 
17. Lee, J. H.; Huh, Y. M.; Jun, Y. W.; Seo, J. W.; Jang, J. T.; Song, H. T.; 
Kim, S.; Cho, E. J.; Yoon, H. G.; Suh, J. S.; Cheon, J., Artificially 
engineered magnetic nanoparticles for ultra-sensitive molecular imaging. 
Nature Medicine 2007, 13, (1), 95-99. 
18. Tromsdorf, U. I.; Bigall, N. C.; Kaul, M. G.; Bruns, O. T.; Nikolic, M. S.; 
Mollwitz, B.; Sperling, R. A.; Reimer, R.; Hohenberg, H.; Parak, W. J.; 
Förster, S.; Beisiegel, U.; Adam, G.; Weller, H., Size and surface effects on 
the MRI relaxivity of manganese ferrite nanoparticle contrast agents. Nano 
Letters 2007, 7, (8), 2422-2427. 
19. Qin, J.; Laurent, S.; Jo, Y. S.; Roch, A.; Mikhaylova, M.; Bhujwalla, Z. M.; 
Müller, R. N.; Muhammed, M., A high-performance magnetic resonance 
imaging T2 contrast agent. Advanced Materials 2007, 19, (14), 1874-1878. 
20. Fiorani, D., Surface effects in magnetic nanopaticles. Springer: Berlin, Germany, 
2005; Vol. XIV. 
 Capítulo 6 
21. Aposhian, H. V.; Aposhian, M. M., Meso-2,3-dimercaptosuccinic acid: 
Chemical, pharmacological and toxicological properties of an orally 
effective metal chelating agent. Annual Review of Pharmacology and Toxicology 
1990, 30, 279-306. 
22. Menear, S.; Bradbury, A.; Chantrell, R. W., Model of the properties of 
colloidal dispersions of weakly interacting fine ferromagnetic particles. 
Journal of Magnetism and Magnetic Materials 1984, 43, (2), 166-176. 
23. Chantrell, R. W.; Bradbury, A.; Popplewell, J.; Charles, S. W., 
Agglomerate formation in a magnetic fluid. Journal of Applied Physics 1982, 
53, (3), 2742-2744. 
24. Apéndice III, Ecuación 17 
25. Laurent, S.; Forge, D.; Port, M.; Roch, A.; Robic, C.; Vander Elst, L.; 
Muller, R. N., Magnetic Iron Oxide Nanoparticles: Synthesis, 
Stabilization, Vectorization, Physicochemical Characterizations, and 
Biological Applications. Chemical Review 2008, 108, (6), 2064-2110. 
26. Wan, J.; Cai, W.; Meng, X.; Liu, E., Monodisperse water-soluble 
magnetite nanoparticles prepared by polyol process for high-performance 
magnetic resonance imaging. Chemical Communications 2007, (47), 5004-
5006. 
27. Taboada, E.; Rodriguez, E.; Roig, A.; Oro, J.; Roch, A.; Muller, R. N., 
Relaxometric and magnetic characterization of ultrasmall iron oxide 
nanoparticles with high magnetization. Evaluation as potential T1 
magnetic resonance imaging contrast agents for molecular imaging. 
Langmuir 2007, 23, (8), 4583-4588. 
28. Roch, A.; Muller, R. N.; Gillis, P., Theory of proton relaxation induced by 
superparamagnetic particles. Journal of Chemical Physics 1999, 110, (11), 
5403-5411. 
29. Ai, H.; Flask, C.; Weinberg, B.; Shuai, X. T.; Pagel, M. D.; Farrell, D.; 
Duerk, J.; Gao, J., Magnetite-Loaded Polymeric Micelles as Ultrasensitive 
Magnetic-Resonance Probes. Advanced Materials 2005, 17, (16), 1949-1952. 
30. Yang, J.; Lee, T. I.; Lee, J.; Lim, E. K.; Hyung, W.; Lee, C. H.; Song, Y. J.; 
Suh, J. S.; Yoon, H. G.; Huh, Y. M.; Haam, S., Synthesis of ultrasensitive 
magnetic resonance contrast agents for cancer imaging using PEG-fatty 
acid. Chemistry of Materials 2007, 19, (16), 3870-3876. 
31. Bomati-Miguel, O.; "Síntesis de partículas Magnéticas Ultrafinas mediante 
pirólisis láser para su aplicación en MRI", 2004, Tesis Doctoral, Madrid, 
España 
32. Taupitz, M.; Schnorr, J.; Abramjuk, C.; Wagner, S.; Pilgrimm, H.; 
Hunigen, H.; Hamm, B., New generation of monomer-stabilized very 
small superparamagnetic iron oxide particles (VSOP) as contrast medium 
for MR angiography: Preclinical results in rats and rabbits. Journal of 
Magnetic Resonance Imaging 2000, 12, (6), 905-911.  
Capítulo 6
149
 
Capítulo 
   
Diseño de un sistema de transporte y 
liberación de la citoquina IFNγ  
151
Diseño de un sistema de transporte y liberación de la citoquina IFNγ 
7 
Diseño de un sistema de 
transporte y liberación de la 
citoquina IFNγ  
 
 
RESUMEN 
 Se ha estudiado el proceso de adsorción y liberación de la proteína 
IFNγ murina en partículas cargadas negativamente preparadas por 
descomposición térmica y modificadas posteriormente con DMSA y los 
resultados se han comparado con muestras preparadas por 
coprecipitación y pirólisis láser. Para facilitar la adsorción de la IFNγ, las 
partículas magnéticas fueron recubiertas de tal forma que su carga 
superficial fuese negativa a pH 7, manteniendo un tamaño de agregados 
pequeño y la estabilidad en medio biológico. Las propiedades 
estructurales y coloidales de las partículas y suspensiones fueron 
estudiadas. Finalmente se incubaron las suspensiones de partículas 
magnéticas con IFNγ y determinaron las condiciones óptimas para la 
adsorción de la proteína en la superficie de las partículas así como su 
capacidad de liberación en función del pH y del tiempo. Las partículas 
preparadas por descomposición térmica en medio orgánico y modificadas 
superficialmente con DMSA son las que mostraron la mayor capacidad 
tanto de adsorción como de liberación de la IFNγ. La adsorción de ésta u 
otras proteínas o biomoléculas puede permitir la concentración de éstas 
en un sitio específico u órgano determinado para el tratamiento contra el 
cáncer u otras enfermedades permitiendo la reducción de la dosis y el 
tratamiento local de la enfermedad evitando efectos secundarios 
derivados de la biodistribución del fármaco que en muchos casos es 
tóxico. 
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1. Introducción 
 Una de las mayores desventajas que tienen muchos de los 
tratamientos terapeúticos es que los fármacos no son dirigidos 
específicamente al órgano o tejido dañado por la enfermedad. Los fármacos 
suelen ser administrados por vía intravenosa dando lugar a una distribución 
por todo el torrente sanguíneo y causando efectos secundarios cuando el 
fármaco actúa en células sanas en vez de en las dañadas. Para remediar 
estos efectos secundarios se ha propuesto recientemente el uso de 
nanopartículas superparamagnéticas de Fe3O4 o γ-Fe2O3 que pueden ser 
dirigidas específicamente al órgano o tejido deseado con la ayuda de un 
campo magnético1. A su vez, estas partículas pueden ser convenientemente 
recubiertas por determinadas moléculas o polímeros con el fin de unir los 
fármacos a su superficie y liberarlos en la zona de interés2. 
 Uno de los fármacos que ha despertado mayor interés para llevarlo 
a las zonas dañadas es la citoquina IFNγ dada su gran capacidad como 
marcador antitumoral. Esta citoquina es una proteína homodimérica. Cada 
subunidad posee 134 aminoácidos y un peso molecular de 15,65 kDa y su 
fórmula química es C699H1109N195O205S4. Su punto isoeléctrico se encuentra 
entre 8 y 9 debido a la mayor presencia de aminoácidos básicos por lo que a 
pH fisiológico posee una carga neta positiva. Su función es la de generar 
una respuesta antitumoral en el sistema inmunitario mediante la activación 
de los macrófagos y las células asesinas además de presentar el antígeno 
ante los linfocitos T lo que induce su apoptosis. Muchos estudios apuntan a 
que la IFNγ es la citoquina más efectiva en la eliminación de tumores. Su 
producción se activa cuando interviene la respuesta mediada por el linfocito 
Th1, que posee mayor actividad citotóxica que la del linfocito Th23 y por 
ello se ha administrado en algunos estudios de inmunoterapia del cáncer4, 5. 
La administración local de citoquinas cerca de las células neoplásticas 
mejora la respuesta inmune a los tumores sólidos6. El método más común 
para incrementar la concentración es la transducción de una célula tumoral 
con ADNc que tenga codificada una citoquina de interés, aunque esta 
aproximación presenta serios problemas para la aplicación clínica7. 
 Dentro del campo de la nanotecnología, una posible estrategia a 
desarrollar consistiría en la unión de las citoquinas a partículas magnéticas 
que son posteriormente dirigidas al órgano de interés mediante la acción de 
un campo magnético. El primer intento para llevar un fármaco al órgano de 
interés mediante esta vía fue la inyección intravenosa de partículas Capítulo 7
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magnéticas recubiertas de epirubicina. Después de la inyección se aplicó un 
campo magnético durante 45 minutos lo más cerca del tumor posible 
dando lugar a una administración eficiente del fármaco8. 
 Para realizar un estudio más exhaustivo del verdadero efecto de la 
citoquina en el entorno del tumor es necesario optimizar el sistema 
citoquina-nanopartícula magnética que es el objetivo principal del estudio 
realizado en este capítulo. Para ello se han utilizado suspensiones de 
partículas preparadas a partir de tres métodos diferentes (descomposición 
térmica, coprecipitación y pirólisis láser) que dan lugar a partículas con 
diferentes propiedades estructurales y distinta química superficial debido a 
sus diferentes recubrimientos9 (Figura 1). Tanto las propiedades 
estructurales como el recubrimiento afectan a las propiedades magnéticas 
del material10 y, por ello, también puede tener un efecto en los procesos de 
adsorción y liberación de la citoquina. 
2. Sección experimental 
2.1 Síntesis de nanopartículas 
Síntesis por descomposición 
 La síntesis de la muestra MS se realizó por descomposición térmica 
en medio orgánico11 y posterior intercambio de ligandos12. 
 A un matraz de reacción se le añadió 0,71 g (2 mmol) de Fe(acac)3, 
2,38 g (10 mmol) de 1,2-hexadecanodiol, 1,69 g (6 mmol) de ácido oleico, 
1,60 g (6 mmol) de oleilamina y 20 mL de disolvente y esta mezcla se 
calentó bajo agitación y corriente de N2 hasta los 200º C, temperatura que 
se mantuvo durante unos 120 minutos para posteriormente aumentar la 
temperatura a reflujo y mantenerla durante 30 minutos. A continuación se 
deja enfriar hasta temperatura ambiente. Para obtener la suspensión de las 
partículas purificadas se centrifugó la mezcla de reacción sucesivamente 
con etanol y hexano durante 15 minutos a 9000 rpm con el fin de eliminar 
las impurezas y los agregados que pudiesen existir. 
 La transferencia de las partículas a medio acuso se realizó mediante 
intercambio de ligando con ácido dimercaptosuccínico (DMSA). Para ello 
primero se coagularon con etanol y se resuspendieron en tolueno donde 
posteriormente se añadió posteriormente una disolución de 90 mg de 
DMSA en 5 mL de dimetil sulfóxido (DMSO). La mezcla resultante se 
sonicó durante 5 minutos y se agitó mecánicamente en una noria durante 
24 horas. Una vez terminada la agitación se lavaron y centrifugaron  
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sucesivamente las partículas con tolueno, etanol y acetona. A continuación 
se redispersaron las partículas en agua y se añadió unas gotas de NaOH 
hasta alcanzar pH 7. Finalmente se filtró la suspensión a presión por un 
filtro de 0,2 μm de tamaño de poro. 
Síntesis por coprecipitación 
 Las muestras MDEX y CONTROL se sintetizaron por 
coprecipitación en presencia de los recubrimientos13, dextrano en el caso de 
MDEX (PM=10000 g/mol; σ=1,14) y dietilaminoetil dextrano en el caso de 
la muestra CONTROL. En este último caso se escogió para muestra 
CONTROL un tipo de recubrimiento con carga positiva a pH 7 para que 
no se uniese al IFNγ ya que su punto isoeléctrico es mayor que 7. 
 Para la síntesis de estas dos muestras se añadió una mezcla de 3,98 g 
de FeCl2·4H2O y 9,74 g de FeCl3·6H2O (proporción molar Fe2+/Fe3+= 
1:1,8) en 50 mL de agua desoxigenada a una solución básica de 50 mL de 
NH4OH en 350 mL de agua también desoxigenada y en presencia de 4,32 g 
de dextrano en el caso de la preparación de MDEX o dietilaminoetil 
dextrano para el caso de la muestra CONTROL. Esta adición se llevó a 
cabo de forma lenta y se dejó 5 horas bajo agitación magnética, momento 
en el que terminó la reacción. Para la purificación de las partículas se lavó la 
mezcla de reacción con agua destilada. A continuación se realizó la 
dispersión final sonicando 10 mg de partículas en polvo en 50 mL de agua 
 
Figura 1. Rutas de preparación de las suspensiones de partículas magnéticas. 
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durante 5 minutos y filtrando posteriormente la suspensión a través de una 
membrana de poro de 0,22 μm. Por último las suspensiones se dializaron.  
Síntesis por pirólisis láser 
 Tanto MPPA como MCIT y MDEX son muestras que consisten en 
partículas sintetizadas por pirólisis láser14, 15 a las que posteriormente se les 
ha sometido a un proceso de peptización16 para hacer las partículas más 
cristalinas y activar la carga de su superficie. Por último se les ha sometido a 
un proceso de recubrimiento con ácido fosfonoacético en el caso de la 
muestra MPPA, ácido cítrico en el caso de la muestra MCIT y 
carboxidextrano17, 18 en el caso de la muestra MDEXC. 
 Para las partículas sintetizadas por pirólisis láser se preparó una 
disolución de Fe(CO)5 en isopropanol al 30 % y se nebulizó por 
ultrasonidos. Este aerosol es trasportado por gas etileno hacia la zona de 
reacción donde interacciona con el láser de CO2 que opera a 100 W de 
potencia y con una densidad de energía de 652 Wcm-2. Al incidir el haz del 
láser sobre las moléculas de gas éstas se calientan y emiten energía que 
descomponen el Fe(CO)5 dando lugar a la formación de núcleos de Fe que 
se oxidan y agregan hasta llegar al tubo recolector de partículas. 
 Posteriormente se les sometió a un proceso de pretratamiento ácido 
que consistió en dispersarlas en HNO3 2 M y sonicarlas durante 15 
minutos. A continuación se le añadió una disolución 1 M de Fe(NO3)3 y se 
calentó a reflujo durante 30 minutos. Este proceso terminó al añadirle 
posteriormente HNO3 2M y agitar durante 15 minutos. Para eliminar el 
exceso de ácido en el medio, las muestras se lavaron con agua destilada y 
centrifugaron para almacenarlas a pH 3. 
 Para la muestra MPPA se le añadió a las partículas pretratadas una 
disolución de ácido fosfonoacético en agua gota a gota (0,05 M; 4mL; 
1mL/min) y agitó mecánicamente durante 30 minutos. 
 Para la muestra MCIT, se añadió una disolución 0,1 M de ácido 
cítrico a las partículas pretratadas a pH 1. La mezcla fue calentada a 80 ºC 
durante 30 minutos y posteriormente enfriada hasta temperatura ambiente.  
 Para la muestra MDEXC se le añadió una disolución de 
carboxidextrano (2 mM; 2,5 mL; 0,3 mL/min) a las partículas dispersas en 
agua gota a gota bajo agitación mecánica. Una vez terminada la adición se 
sonicó la mezcla durante 12 horas a 30 ºC. 
  Estas tres muestras fueron centrifugadas, filtrada a presión por una 
membrana de poro de 0,22 μm y dializadas. 
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2.2 Caracterización estructural y magnética 
 El TEM se utilizó para medir el tamaño medio de partícula de las 
suspensiones. La espectroscopía IR se ha empleado para controlar el 
recubrimiento final de las nanopartículas. El ATG ha permitido conocer la 
cantidad de recubrimiento que poseen las partículas. El DLS ha permitido 
la medición de los tamaños hidrodinámicos de las suspensiones empleadas 
y también el potencial ξ de las partículas. Mediante el ICP se ha podido 
conocer la concentración de Fe de las suspensiones. 
2.3 Análisis de la adsorción y liberación de la IFNγ 
 Un esquema del protocolo utilizado se muestra en la Figura 2. Para 
el análisis del proceso de la adsorción de la proteína IFNγ las 
nanopartículas se añadieron en exceso a un medio que contenía la 
IFNγ (Prepotech) en una concentración de 2 ng/mL. Una vez añadidas se 
incubaron durante dos horas a temperatura ambiente bajo agitación 
mecánica. A continuación, las nanopartículas se separaron magnéticamente 
del sobrenadante que contiene la IFNγ que no se ha unido. Las 
nanopartículas se resuspendieron en un medio que contenía un 1% de 
suero de albúmina bovina (BSA, Calbiochem) y lavaron durante 30 minutos 
a temperatura ambiente con agitación. A continuación se separaron 
magnéticamente las nanopartículas del sobrenadante que contiene la 
IFNγ lavada. Para determinar las mejores condiciones para la liberación 
después de la resuspensión de las nanopartículas, el pH del medio fue 
modificado entre 5,5 y 9 en intervalos de 0,5 con HCl o NaOH en agua 
con un 0,5 % de NaCl. Por último, las partículas se separaron 
magnéticamente de la suspensión y los sobrenadantes se analizaron para 
saber el contenido de IFNγ liberada. 
 Para las muestras MDEX y MS se optimizaron otros parámetros 
experimentales como el tiempo de separación magnética (para evitar que se 
queden partículas en el medio que interfieran en la medida), fuerza iónica, 
pH de adsorción y tiempos de adsorción y liberación.  
Efecto de la fuerza iónica del medio en la adsorción de la IFNγ 
 Para observar el efecto de la fuerza iónica del medio se han 
utilizado las muestras MS y MDEX que poseen una carga superficial 
negativa muy alta en el caso de la MS y muy débil en el caso de la MDEX. 
Las partículas se añadieron en exceso a una disolución de IFNγ (cc=2 Capítulo 7
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ng/mL) y fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente con 
agitación mecánica en tampón fosfato con una concentración de NaCl del 
0,9 % y del 0,5 %. Posteriormente se separaron magnéticamente las 
partículas de sobrenadante, al cual se le analizó la cantidad de IFNγ. 
Efecto del pH del medio en la liberación de la IFNγ 
 Las muestras MDEX y MS fueron incubadas en un medio que 
contenía IFNγ (cc= 1 ng/mL), 0,5 % de NaCl a pH 7 durante 2 horas a 
RT. Posteriormente se separaron magnéticamente las partículas y el 
sobrenadante se guardó para analizarlo posteriormente. Las partículas se 
resuspendieron y lavaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en un 
medio que contenía un 1% de suero de albúmina bovina (BSA) y 0,5 % de 
NaCl, después de lo cual las partículas fueron otra vez aisladas. Para liberar 
el IFNγ, las nanopartículas que inicialmente adsorbieron IFNγ,  fueron 
resuspendidas en un medio con un 0,5 % de NaCl a distintos pHs desde 
5,5 hasta 9 e incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente con 
agitación mecánica. Por último se separaron las nanopartículas del 
sobrenadante y se analizó la cantidad de IFNγ que había en él como la 
cantidad de IFNγ liberada al medio después de la adsorción. 
Detección de la proteína IFNγ 
 La concentración de proteína IFNγ sin unir, lavada y liberada al 
medio contenida en los sobrenadantes se midió mediante un ensayo 
 
Figura 2. Esquema de los procesos seguidos para la adsorción, liberación y análisis de la IFNγ. 
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inmunoabsorbente ligado a enzimas (método ELISA) utilizando el set 
Mouse IFNγ ELISA (BD Biosciences).  
Ensayo de funcionalidad de la proteína IFNγ después del proceso de 
adsorción/liberación. 
 Tras inyección peritoneal de caseína (9% en tampón fosfato) en 
ratones C57BL/6 se obtuvieron macrófagos murinos. Después de 24 horas, 
los macrófagos se recogieron del peritoneo lavando con tampón fosfato a 0 
ºC en condiciones estériles. Después de un centrifugado las células se 
resuspendieron por completo en un medio RPMI19 y fueron cultivadas en 
placas Petri e incubadas durante 20 horas en condiciones estándar de 
cultivos celulares 20. Posteriormente las células fueron lavadas con tampón 
fosfato y tratadas apropiadamente con una disolución de IFNγ de 10 
ng/mL liberada de las nanopartículas, IFNγ unida a la muestra MS o IFNγ 
libre como control positivo. Después de 24 horas de incubación, las células 
tratadas fueron lavadas con tampón fosfato salino, recogidas y teñidas con 
anticuerpos anti-CD40-PE y anti-CD11b-FITC (BD Pharmingen). A 
continuación las células fueron analizadas por citometría de flujo. 
3  Resultados y discusión 
3.1 Síntesis y caracterización de las nanopartículas 
 En la Figura 3 se pueden observar las partículas sintetizadas por los 
tres métodos siendo, como ya se observó en el Capítulo 4, las partículas 
sintetizadas por descomposición térmica en medio orgánico la que da lugar 
a las partículas más uniformes en tamaño (σ=0,13) frente a las sintetizadas 
 
Figura 3. Imágenes TEM de las partículas sintetizadas por descomposición térmica, coprecipitación y 
láser pirólisis. Barra escala= 50 nm. 
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por coprecipitación (σ=0,20-0,25) y las de pirólisis láser (σ=0,42) . Estas 
partículas poseen un tamaño medio de 4,5 nm, menor que el tamaño medio 
de las partículas sintetizadas por coprecipitación (6 nm para CONTROL y 
10 nm para MDEX) y las de pirólisis láser (10 nm).  
 La presencia de los recubrimientos se ha podido identificar en la 
región intermedia de los espectros IR (Figura 4). También se ha observado 
la presencia de algunas impurezas como, por ejemplo, la banda de 
absorción del espectro de MPPA a 1380 cm-1 asignada a los iones NO3- 
debida al pretratamiento ácido de las partículas llevado a cabo para su 
recristalización. Desde 1150 hasta 1000 cm-1 aparecen en el espectro IR de 
MDEX y MPPA bandas de absorción de las vibraciones ν(C-O) del 
dextrano y fosfonoacético respectivamente. La muestra MPPA presenta a 
su vez bandas de absorción anchas a 1050 y 1010 cm-1 debido al 
desdoblamiento triplemente degenerado de la vibración ν3(P-O) y a 980 
cm-1 correspondientes a la vibración ν1(P-O). Esta asignación está asociada 
a un enlace monodentado entre la partícula y el fosfonato21. 
3.2 Caracterización de las suspensiones. 
 Todas las muestras cargadas negativamente poseen tamaños 
hidrodinámicos similares alrededor de 100 nm (Tabla 1), dato esencial para 
la comparación de los procesos de adsorción y liberación entre la IFNγ y 
las partículas recubiertas ya que la cantidad de IFNγ unida varía en función 
del tamaño de agregado. Los valores de tamaño hidrodinámico fueron 
estables durante meses y no se observó sedimentación alguna de las 
partículas.  
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Figura 4. Espectro IR de las muestras MS, MPPA y MDEX. 
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 Como se mencionó en el Apéndice IV, la estabilización de las 
dispersiones de partículas dependen de la carga y química superficial, que 
da lugar tanto a la repulsión estérica como a la electrostática. Si 
consideramos coloides estabilizados por carga, cuando el potencial ξ es 
mayor de ±30 mV la dispersión se puede considerar estable22. La evolución 
del potencial ξ con el pH de todas las muestras se puede observar en la 
Figura 5. En el caso de las muestras MS, MPPA y MCIT los grupos 
carboxilato capaces de ionizarse a partir de pHs bajos determinan la 
evolución del potencial ξ frente al pH siendo éste negativo durante casi 
todo el intervalo. Las partículas recubiertas de un polímero sin grupos 
ionizables como es el dextrano (muestra MDEX), muestran bajos valores 
de potencial ξ por lo que su estabilización viene dada por el factor estérico 
del polímero. Para la muestra MDEXC, donde el polímero que recubre las 
partículas está cargado (carboxidextrano), coexisten ambos factores como 
responsables de la estabilización de la suspensión. 
3.3 Optimización de la adsorción/liberación de la IFNγ en las 
nanopartículas magnéticas 
Interferencia de las nanopartículas magnéticas en la detección de la IFNγ en ELISA 
 La presencia de una pequeña cantidad de partículas magnéticas en el 
medio interfiere de forma significativa en el ensayo de detección de la IFNγ 
mediante el ELISA (Figura 6A). Por ello es necesario aplicar un campo 
magnético por un tiempo suficientemente largo para eliminar 
completamente las nanopartículas del medio. El tiempo óptimo de 
separación encontrado experimentalmente es de 30 minutos para este 
Tabla 1. Propiedades estructurales y coloidales de las muestras utilizadas
 
MUESTRA MÉTODO DE 
SÍNTESIS 
DTE
M 
(nm) 
RECUBRIMIENTO % 
RECUBRIMIENTO 
Dh 
(nm) 
POTENCIAL 
ξ pH=7 
(mV) 
CONTROL 6 Aminodextrano 22 160 +26 
MDEX 
Coprecipitación 
10 Dextrano 12 100 -17 
MS Descomposición 4,5 DMSA 24 110 -34 
MPPA 10 Á. fosfonoacético 35 80 -45 
MCIT 10 Ácido cítrico 18 80 -38 
MDEXC 
Láser pirólisis 
10 Carboxidextrano 64 100 -46 
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estudio, permitiendo la eliminación de las partículas magnéticas sin 
degradación de la proteína IFNγ. 
 
 
Figura 6. A) Interferencia que producen las muestras en la detección de la IFNγ; B) Cantidad de 
IFNγ adsorbida a MDEX y MS en función de la fuerza iónica del medio. 
 
Efecto de la fuerza iónica del medio en la adsorción 
 La fuerza iónica del medio posee un efecto negativo en el proceso 
de adsorción de la IFNγ en las partículas. Dado que la unión 
nanopartículas-IFNγ está basada en la atracción entre dos cargas opuestas, 
la nube de iones que rodea a las partículas puede interferir en la adsorción. 
En la Figura 6B se puede observar que la adsorción es máxima en un medio 
con mínima fuerza iónica (NaCl 0,5 %) y por ello en los experimentos 
siguientes se ha utilizado esta fuerza iónica. La cantidad de IFNγ perdida en 
el proceso de adsorción fue mayor cuando se han utilizado partículas con 
carga superficial muy débil, sobre todo en medios con elevada fuerza iónica 
confirmando así la naturaleza electrostática de la interacción nanopartícula-
IFNγ. 
Efecto del pH en la liberación de la IFNγ 
 Como se puede observar en la Figura 7A, la mayor cantidad de 
IFNγ liberada al medio se lleva a cabo a pH 8. Esto apoya el concepto de 
que la interacción es debida principalmente a la atracción entre cargas 
superficiales de signo distinto ya que el pH de liberación máximo está 
cercano al punto isoeléctrico teórico de la IFNγ murina. Como era 
previsible, la muestra CONTROL, que posee partículas cargadas 
B) A) 
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positivamente, adsorbe cantidades despreciables de IFNγ. También se 
observó un segundo pico de liberación máximo a pH 5,5 que no se utilizó 
al estar alejado del pH fisiológico (pH 7,4). 
 
 
Figura 7. A).Cantidad de IFNγ liberada al medio en función del pH; B) Cantidad de IFNγ 
liberada al medio en función del tiempo de incubación. 
 
Efecto del tiempo de incubación en la liberación de la IFNγ 
 Para determinar el tiempo de incubación que permite la máxima 
cantidad de IFNγ liberada acompañado de mínima degradación, se 
utilizaron las muestras MDEX y MS unidas a la IFNγ. Las partículas se 
resuspendieron en un medio 0, 5% NaCl, a pH 8 y se probó con un tiempo 
de incubación de 1, 2, 3, 5 y 20 horas. Después de la separación magnética 
de las nanopartículas, los sobrenadantes se analizaron por ELISA y se 
encontró que la liberación máxima de IFNγ fue más eficiente a las 2 horas 
de incubación (Figura 7 B). La cantidad de IFNγ liberada a tiempos de 
incubación posteriores disminuyó con el tiempo (3 a 20 h), probablemente 
debido a la degradación de la proteína. 
3.4 Adsorción/liberación de la IFN-γ en función de la carga 
superficial de las nanopartículas 
 El proceso de adsorción/liberación de la IFNγ se estudió para 
varios tipos de partículas cargadas negativamente, utilizando como muestra 
control partículas cargadas positivamente. Se ha medido la pérdida de IFNγ 
como interferón que no se ha unido a las partículas en el medio de unión y 
en los lavados (Figura 8A). Para la muestra CONTROL no se observó unión 
de la IFNγ sobre las partículas mientras que si se unió a las partículas 
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cargadas negativamente en menor o mayor medida dependiendo del 
recubrimiento. La unión más eficiente se ha observado para las muestras 
MS y MDEXC.  
 
 
Figura 8. A) Cantidad de IFNγ sin unir y lavada de las muestras ; B) Cantidad de IFNγ liberada 
al medio a pH 8 y durante 2 horas de incubación. 
 En la determinación de las partículas que más IFNγ liberan al 
medio las más eficientes resultaron también las muestras MS y MDEXC con 
un 75% de IFNγ liberada de la inicialmente unida (Figura 8B). Otras 
muestras con partículas cargadas negativamente mostraron valores menores 
de liberación mientras que las partículas cargadas positivamente no se 
liberó proteína. 
 Considerando aplicaciones potenciales in vivo, se evaluó la 
liberación de la IFNγ de la muestra MS a 37 ºC y los resultados fueron 
similares para los valores obtenidos a temperatura ambiente (Figura 9). 
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Figura 9. Cantidad de IFNγ sin unir, lavada y liberada a RT y a 37 ºC de la muestra MS. 
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3.5 Funcionalidad de la IFNγ tras la adsorción/liberación de las 
nanopartículas 
 La IFNγ activa a los macrófagos dando lugar a un incremento en la 
producción y secreción de varias citoquinas así como a ciertas proteínas de 
membrana, incluyendo la CD4023, 24 que se utiliza para detectar su actividad 
en este estudio. Para determinar si la función de la IFNγ sigue activa 
después de liberarse al medio se utilizó la IFNγ liberada después de la 
adsorción a la muestra MS para ver si conseguían activar los macrófagos 
primarios de la murina in vitro y analizar la expresión de la célula CD40 por 
citometría de flujo. El resultado es que el proceso de adsorción y liberación 
en las partículas de la muestra MS no modifica la funcionalidad de la IFNγ 
ya que el porcentaje de macrófagos activados expresando CD40 y los 
niveles de fluorescencia media fueron similares para la IFNγ adsorbida y 
liberada sobre las partículas de la muestra MS y para la IFNγ comercial 
utilizada como control (Figura 10). 
 
 
 
 
Figura 10 Análisis citométrico de la expresión CD40 en macrófagos de murina primarios después 
del tratamiento con IFNγ comercial (control), IFNγ-MS o IFNγ liberada de la muestra MS. 
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4.  Conclusiones 
 En este capítulo se han preparado suspensiones de partículas por 
distintos métodos, incluido el de descomposición térmica en medio 
orgánico. Estas suspensiones poseen tamaños hidrodinámicos similares 
(~100 nm) y distintos recubrimientos lo cual las hace idóneas para su 
evaluación como vectores de fármacos estudiando la adsorción y liberación 
de la proteína IFNγ en función del tipo de recubrimiento y su carga 
superficial. La muestra MS (nanopartículas de magnetita preparadas por 
descomposición térmica en medio orgánico y recubiertas posteriormente 
por DMSA) es la que posee la mayor capacidad efectiva de adsorción y 
liberación de esta proteína. La IFNγ liberada al medio tras ser adsorbida en 
la superficie de las partículas de MS e incluso unida a las partículas es 
funcionalmente activa, capaz de activar los macrófagos in vitro. Este 
resultado apoya el diseño de futuros experimentos para evaluar este tipo de 
sistemas de liberación como vector de citoquinas hacia los lugares donde se 
encuentren los tumores. 
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Conclusiones 
Conclusiones 
 A continuación se presentan las conclusiones más relevantes 
obtenidas a lo largo de la presente tesis. 
• Mediante el método de descomposición térmica en presencia de 
surfactantes y en medio orgánico se han obtenido nanopartículas de 
magnetita muy uniformes con un tamaño medio comprendido entre 4 y 
18 nm variando los precursores de Fe, los surfactantes, los disolventes y 
los parámetros de la reacción. Además, las nanopartículas sintetizadas 
por este método están recubiertas por ácido oleico que está unido 
covalentemente a la superficie de éstas. 
• La elevada cristalinidad de las partículas de magnetita sintetizadas, así 
como la unión covalente de las moléculas de ácido oleico a la superficie 
de las partículas son las responsables de la elevada magnetización de 
saturación (similar a la del material masivo) y de la reducción de los 
efectos de superficie que conducen a los bajos valores de HC a baja 
temperatura. A temperatura ambiente las partículas poseen 
comportamiento superparamagnético y la temperatura de transición al 
comportamiento ferromagnético depende del tamaño de partícula.  
• Estas partículas no presentan inclinación de los momentos magnéticos 
superficiales ni internos según las medidas realizadas en ausencia y 
presencia de campo por espectroscopía Mössbauer lo que justifica su 
elevado valor de mS y las hace muy interesante en sus aplicaciones. 
• Las partículas de mayor tamaño son en su totalidad magnetita, sin 
embargo para las partículas de 5 nm ha tenido lugar una pequeña 
oxidación cuya extensión es difícil de cuantificar debido al carácter 
nanocristalino de la muestra. 
• Mediante el intercambio de ligandos con DMSA ha sido posible 
obtener suspensiones de nanopartículas estables en agua a elevadas 
concentraciones (5 mg Fe/mL) con diámetros hidrodinámicos menores 
de 100 nm y elevada carga superficial que estabiliza la suspensión por 
repulsión electrostática. 
• Las partículas magnéticas recubiertas de DMSA se internalizaron 
dentro de células HeLa tras 24 horas de incubación y no resultaron ser 
tóxicas en el intervalo de concentraciones que va desde 0,05 a 0,5 mg 
Fe/mL.  
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• Las medidas de los valores de relaxividad del protón muestran que estas 
suspensiones poseen un futuro prometedor como agentes de contraste 
en Resonancia Magnética debido a sus elevados valores de relaxividad 
transversal (r2) y su alto valor de r2/r1 similares o mayores que los de los 
agentes de contraste comerciales. Para suspensiones formadas por 
partículas de pequeño tamaño, r2 aumenta con el tamaño de partícula. 
Sin embargo, por encima de un tamaño determinado r2 aumenta con el 
tamaño de agregado.  
• La administración vía intravenosa de las nanopartículas recubiertas de 
DMSA producen un oscurecimiento del hígado de la rata a 
consecuencia de su acumulación en este órgano. El tiempo de vida 
medio en sangre es de 3 minutos, lo que está de acuerdo con su 
diámetro hidrodinámico y carga superficial.  
• Las nanopartículas de magnetita recubiertas de DMSA poseen una gran 
capacidad efectiva de adsorción y liberación de la citoquina IFNγ. Esta 
citoquina es funcionalmente activa tras ser liberada al medio e incluso 
unida a las partículas ya que es capaz de activar macrófagos in vitro. Este 
resultado apoya el diseño de futuros experimentos para evaluar este 
tipo de sistemas de liberación como vector de citoquinas hacia los 
lugares donde se encuentren los tumores. 
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I 
Técnicas instrumentales 
 
1. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
 La microscopía electrónica de transmisión ha permitido la 
caracterización estructural y morfológica de las muestras mediante la 
adquisición de imágenes de las nanopartículas de magnetita preparadas. A 
partir de estas imágenes se ha podido calcular el tamaño de las 
nanopartículas, su distribución de tamaños además de visualizar su forma y 
su estado de agregación. 
Preparación de la muestra 
 Para visualizar las nanopartículas en el microscopio electrónico de 
transmisión es necesario preparar una suspensión diluida de éstas. A 
continuación, se toma una gota de esta suspensión con una pipeta Pasteur y 
por último se deposita sobre una rejilla de cobre donde la gota se deja 
evaporar1. Una vez que la rejilla se secó se introduce en el microscopio. 
 La elección del disolvente donde se suspenden las partículas es 
crítica ya que de ello depende su correcta visualización. El disolvente debe 
ser de bajo punto de ebullición y estabilizar total o parcialmente a las 
nanopartículas2 para que, al evaporarse la gota, las partículas se depositen 
en la rejilla sin agregarse (Figura 1). Para preparar las rejillas de 
nanopartículas de magnetita de naturaleza hidrófoba se ha empleado como 
disolvente el dietil éter (p.eb. 35 ºC) mientras que para las nanopartículas de 
naturaleza hidrófila se ha empleado acetona en vez de agua. 
 La visualización de las partículas se llevó a cabo en un microscopio 
de la marca JEOL modelo 2000 FXII que opera con una diferencia de 
potencial de 200 KeV y posee una resolución de 3 Å.  
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Figura. 1. Nanopartículas de magnetita recubiertas de DMSA y secadas en acetona (izqda) y en 
agua (dcha). 
 
 Para realizar el análisis del tamaño de partícula de cada muestra se 
midió la longitud más grande de cada partícula de al menos 200 partículas 
con la ayuda del programa IMAQ VISION BUILDER v 5.0. El cálculo del 
tamaño medio de partícula (DTEM) de cada muestra y su grado de 
polidispersidad (σ) se realizó ajustando los datos a una función de 
distribución logarítmica normal cuya expresión es la siguiente:  
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donde D el tamaño de las nanopartículas (Figura 2). 
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Figura 2. Distribución típica de tamaños de nanopartículas sintetizadas por el método de 
descomposición y sus parámetros de ajuste utilizando una función logarítmica normal. 
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Fundamento básico del microscopio 
 El microscopio electrónico se compone de un sistema de vacío, una 
pantalla donde se proyecta una imagen aumentada de la muestra y una 
cámara fotográfica o pantalla de ordenador que tienen la función de 
registrar la imagen. Dentro del sistema de vacío se encuentran un cañón 
que produce un haz electrones y un sistema de lentes electromagnéticas3. El 
esquema del microscopio electrónico se puede observar en la Figura 3. 
 Para la obtención de una imagen, el cañón electrónico produce un 
haz de electrones que es acelerado mediante una diferencia de potencial que 
puede oscilar entre 80 y 600 KeV dependiendo del modelo. El haz es 
dirigido y focalizado por las lentes condensadoras hacia la rejilla donde está 
depositada la muestra. Una vez que interactúen con la muestra unos 
electrones chocarán y otros la atravesarán formándose así una imagen 
gracias a las lentes objetivo, que posteriormente será aumentada y 
proyectada por las lentes proyectoras3.  
 
 
Figura 3. Esquema de un microscopio electrónico de transmisión. 
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2. Difracción de rayos X (DRX) 
 La técnica de difracción de rayos X se ha empleado para estudiar las 
fases de óxido de hierro de las nanopartículas sintetizadas, así como su 
cristalinidad. 
Preparación de la muestra 
 Durante este trabajo se han utilizado dos difractómetros de polvo 
de rayos X. El primero de ellos es el difractómetro Philips 1710 que trabaja 
con radiación CuKα (1,5406 Å). El segundo de los difractómetros es el 
modelo X´PERT de PANalylitical  con un detector X´Celerator multicanal. 
La radiación emitida por los tubos de rayos X de este difractómetro 
corresponde también al de la CuKα (1,5406 Å). En este último 
difractómetro se ha empleado un monocromador primario de germanio 
tipo curvo con un monocromador secundario de grafito para evitar la 
aparición de bandas suplementarias en el difractograma debida a la 
fluorescencia de hierro. Los difactogramas se han registrado entre 10 y 70º 
(valores de 2θ) con pasos de 0,02-0,04 (2θ) y a una velocidad de 2 s/paso. 
 Para ambos difractómetros es necesario tomar unos 50 mg de la 
muestra en polvo y depositarla sobre un portamuestras de silicio de forma 
cuadrada, en el caso del difractómetro Philips 1710, o de acero inoxidable 
en el caso del difractómetro X´PERT. 
Fundamento físico de la difracción 
 La difracción de rayos X se produce cuando un haz de energía 
similar al de la distancia interplanar de los átomos (del orden de los rayos 
X) interacciona con estructuras cristalinas generando así una dispersión 
elástica de ondas que están en fase e interaccionan de forma constructiva. 
La difracción solo se da en determinados ángulos de acuerdo con la ley de 
Bragg: 
 
θλ sendn hkl2=  (2) 
 
donde λ es la longitud de onda de la fuente de rayos X, θ es el ángulo que 
forman el haz incidente y los planos cristalinos, n es un número entero y dhkl 
es la distancia entre planos cristalinos. El patrón de difracción depende de 
la estructura cristalina de la muestra y de los átomos que la forman4. 
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Figura 4. Ejemplos de interferencia constructiva que daría lugar a difracción (izquierda) e 
interferencia destructiva que no daría lugar a difracción (derecha). 
 
 Un difractómetro de rayos X está compuesto por una fuente de 
energía que suele ser un ánodo giratorio que produce un haz de rayos X de 
una determinada longitud de onda, un monocromador que se ocupa de 
aislar el haz de rayos X deseado, un colimador que se ocupa de alinear el 
haz de rayos  X, un goniómetro giratorio que es donde se encuentra situado  
la muestra cristalina y que permite posicionar ésta en diferentes ángulos con 
respecto al haz y un detector que es el encargado de grabar o recoger el 
patrón de difracción4. El equipo es calibrado previamente con un patrón de 
NaCl cuyos ángulos de difracción son perfectamente conocidos. 
 El tamaño cristalino de las partículas (DXRD) de magnetita o 
maghemita se calculó a partir de la anchura del pico con índices de Miller 
(311) que es el pico que posee mayor intensidad utilizando la ecuación de 
Scherrer (Ecuación 3): 
 
θ
λ
cosC
XRD B
kD =  (3) 
 
siendo k una constante que depende de las condiciones experimentales 
cuyo valor es de 0,89, λ es la longitud de onda de la fuente de rayos X, que 
en este caso es la línea CuKα (1,5406 Å), BC es la anchura a media altura 
corregida (BC=BEXPERIMENTAL-BINSTRUMENTAL) donde BINSTRUMENTAL es 0,11 en 
radianes y θ  es el ángulo donde tiene lugar la difracción en grados. 
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 También se ha calculado mediante está técnica el parámetro de 
celda unidad de las nanopartículas de magnetita o maghemita mediante la 
siguiente expresión (Ecuación 4): 
 
)(11 22222 lkhad hkl
++=   (4) 
 
donde d es la distancia interplanar y se puede obtener a partir de la ley de 
Bragg, hkl  son los índices de Miller de los planos cristalográficos y a es el 
parámetro de celda. 
3. Espectroscopía infrarroja de absorción (IR) 
 La técnica de espectroscopía infrarroja ha ayudado a identificar las 
fases de óxido de hierro presentes en las nanopartículas. También se ha 
empleado en la caracterización del recubrimiento presente en la superficie 
de éstas, tanto por las moléculas que recubren las nanopartículas como por 
el tipo y fuerza de unión que forman con ellas.  
Preparación de la muestra 
 Para realizar la caracterización de las muestras por esta técnica es 
necesario formar una pastilla a partir de una mezcla del polvo de la muestra  
y bromuro potásico en una proporción aproximada al 2% en peso de la 
muestra. La mezcla es compactada con una prensa hidráulica aplicando una 
presión aproximada de 5000 kg/cm2. 
 En el caso de las muestras hidrófilas, el agua supone un gran 
obstáculo para la caracterización del recubrimiento así que antes de realizar 
la pastilla  se ha calentado el polvo a 100 ºC durante 2 horas para evitar el 
enmascaramiento de bandas significativas. 
 El registro de los espectros se ha llevado a cabo en un 
espectrofotómetro de transformada de Fourier Nicolet 20SXCFTIR y el 
Bruker IFS 66 v/S barriendo la región de energías comprendida entre 3600 
y 300 cm-1.La resolución de los equipos en las medidas es de 2 cm-1. 
Fundamento físico de la espectroscopía IR 
 Los espectros de absorción en la región del infrarrojo tienen lugar a 
consecuencia de que los átomos enlazados vibran a frecuencias dentro de 
esta región. Estos cambios de energía son producidos por las transiciones  
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energéticas de los grupos atómicos al cambiar de unos estados vibracionales 
y rotacionales a otros. Cada grupo atómico o molécula tiene un espectro de  
absorción característico y está compuesto por distintas bandas de 
absorción, cada una de ellas debidas a un tipo de enlace determinado  
(caracterizado por la fuerza de enlace y los átomos que lo forman) y a su 
modo de vibrar5 (Figura 5). 
 Para que una vibración sea registrada en el espectro debe haber un 
cambio neto en el momento dipolar de la molécula o grupo atómico, es 
decir, en el espectro infrarrojo no se puede registrar los modos de vibración 
de moléculas diatómicas formadas por el mismo átomo tales como por 
ejemplo H2 y N2. La frecuencia a la que aparece cada vibración es 
inversamente proporcional a la masa reducida de los átomos que lo forman 
y directamente proporcional a la fortaleza del enlace6. Las energías a las que 
suelen aparecer los enlaces más comunes de las moléculas se muestran a 
continuación en la Figura 6. 
 
 
 
F-H      N-H     O-H 
C=H 
C-H S-H
C≡O 
C≡C 
C≡N
C=O 
C=C 
C=N 
XH unidos a heteroátomos Triples Dobles  
Huella digital 
Sencillos Fe-O 
Figura 6. Energía a la que se encuentran los modos de vibración de los enlaces entre átomos más 
comunes. 
 
 
 Figura 5. Distintos modos de vibración de una molécula triatómica. 
 
+ +
- 
+ - 
TENSIÓN SIMÉTRICA TENSIÓN ASIMÉTRICA 
FLEXIÓN FUERA DE PLANO 
(TORSIÓN) 
FLEXIÓN EN EL PLANO 
(TIJERETEO) 
FLEXIÓN FUERA DE PLANO 
(ALETEO) 
FLEXIÓN EN EL PLANO 
(BALANCEO) 
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  El equipo utilizado en este caso para medir espectros IR consta de 
una fuente que es un cilindro de SiC por la que pasa una corriente eléctrica 
que lo eleva a 1200 ºC y desprende radiación infrarroja, una pieza llamada 
“beam splitter” que se encarga de desdoblar el haz IR en 2 partes y enviar 
la mitad de la radiación a un espejo fijo y la otra mitad a un espejo móvil 
que pasa a través de la muestra. Posteriormente los haces vuelven a ser 
recombinados y la variación en intensidad del haz en función del tiempo da 
como resultado un interferograma (intensidad en función del tiempo) que 
es traducido por el interferómetro aplicando la transformada de Fourier 
dando lugar al espectro (intensidad en función de la frecuencia). Durante el 
registro del espectro, un haz de láser de He-Ne calibra internamente la 
frecuencia del aparato7.   
4. Análisis termogravimétrico (ATG) 
 Mediante el análisis termogravimétrico se caracterizó la cantidad de 
recubrimiento orgánico presente en las partículas de magnetita y estimó la 
fortaleza de su unión. 
Preparación de la muestra 
 Para realizar los análisis termogravimétricos se necesita una 
cantidad de muestra en polvo entre 10 y 20 mg.  
 Los análisis termogravimétricos se han llevado a cabo en un equipo 
Seiko TG/ATD 320 U, SSC 5200. Los análisis se han llevado a cabo desde 
una temperatura inicial de 20 ºC  hasta una temperatura final de 700 ºC con 
un gradiente de subida de 10 ºC/min y en presencia de un flujo de aire de 
100 mL/min para ayudar a la eliminación del residuo de la muestra. 
Fundamento físico del ATG 
 La técnica de análisis termogravimétrico se basa en la continua 
medición de la masa de una muestra en función de la temperatura y/o del 
tiempo bajo una atmósfera adecuada que puede ser de aire estático, aire 
dinámico, O2, N2, Ar o H2. 
 El equipo de termogravimetría consta de una balanza analítica muy 
sensible (LD 10-2 mg) para registrar pequeñas variaciones del peso de la 
muestra, un horno que es el lugar donde se lleva a cabo el calentamiento de 
la muestra a una velocidad controlada, un sistema de gas de purga que 
proporciona una atmósfera inerte o reactiva y un microprocesador que 
controla el instrumento en todo momento y adquiere y visualiza los datos7. 
  
A
péndice I 
185
Técnicas instrumentales 
 
5. Magnetómetro de muestra vibrante (VSM) 
 Mediante el magnetómetro se realizó la caracterización magnética 
de las partículas de magnetita a temperatura ambiente y a baja temperatura 
(normalmente 5 K)8. Es decir, se trata de conocer su respuesta magnética 
(m), su magnetización de saturación (mS), el valor de su campo coercitivo 
(HC), su susceptibilidad inicial (χini), su magnetización remanente (mR) y su 
temperatura de bloqueo (TB) al aplicar un campo magnético (H). 
Preparación de la muestra 
 La caracterización de las medidas magnéticas del polvo se lleva a 
cabo depositando una pequeña cantidad de las muestra en polvo (entre 5 y 
20 mg) en el interior de una cápsula de gelatina. El polvo es compactado al 
fondo de la cápsula de gelatina al introducir algodón y así dejarlo 
inmovilizado. Por último, se coloca en una pajita hecha por kapton (tipo 
especial de celo adhesivo que no da señal magnética) y se introduce en el 
interior del magnetómetro. 
 Para la medida de las suspensiones, éstas se han gelificado con agar 
al 5% y se han añadido en caliente a una cápsula cilíndrica de teflón de 
unos 50 μL (para que solidifique en el interior). Al igual que las muestras en 
polvo, se colocan en una pajita de kapton y se introduce en el 
magnetómetro.  
 El modelo de magnetómetro de muestra vibrante utilizado para la 
caracterización magnética ha sido el MLVSM9 MagLab 9 T, Oxford 
Instruments. 
Fundamento físico del VSM 
 Un magnetómetro de muestra vibrante consta de un electroimán 
(para campos menores de 3 T) o una bobina superconductora (para campos 
magnéticos altos) que se encargan de generar el campo magnético sobre la 
muestra, dos bobinas de detección que son las encargadas de registrar la 
fuerza electromotriz generada por el movimiento de la muestra, una cámara 
de temperatura que está rellena de He (protegida por una camisa de N2 para 
evitar su rápida evaporación) que se ocupa de alcanzar y mantener la 
temperatura deseada en la medida, un dispositivo de vibración de la 
muestra que se ocupa de hacerla vibrar a una frecuencia y amplitud 
deseadas, un amplificador de señal para aumentar la sensibilidad de la 
medida y por último un ordenador desde el cual se controla el estado del 
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magnetómetro, el tipo de experimento a realizar, las variables de éste y el 
registro de las distintas medidas llevadas a cabo por el magnetómetro9, 10. 
 Para obtener la medida del momento magnético de la muestra, ésta 
se sitúa entre las bobinas de detección, vibrando a una frecuencia y 
amplitud característica. Al aplicar un campo magnético perpendicular (en el 
caso del electroimán) o paralelo (para bobina) al movimiento de la muestra 
se genera un cambio de flujo magnético según rige la ley de Faraday 
(Ecuación 5): 
 
dt
dNVi
φ=  (5) 
 
donde Vi es el voltaje inducido, N el número de vueltas que posee la 
bobina y dφ/dt es el cambio de flujo. Este cambio de flujo genera una 
fuerza electromotriz en las bobinas de detección que es proporcional al 
momento magnético de la muestra.  
 La caracterización de las muestras se ha realizado mediante dos 
tipos de experimentos: ciclos de magnetización a diferentes temperaturas y 
variación de la magnetización en función de la temperatura después de 
enfriar con campo y sin él (ZFC/FC). Como características generales en los 
Figura 7. Esquema general del magnetómetro de muestra vibrante. 
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experimentos, la muestra se encuentra vibrando a una frecuencia de 55 Hz 
y una amplitud de 0,25 mm. La calibración se lleva a cabo con un patrón de 
níquel. 
 Para los ciclos de magnetización se satura la muestra aplicando un 
campo de 5 T y a continuación se ha registrado el ciclo a una velocidad de 
0,5 T/min. La evaluación de la mS (valor de la magnetización cuando todos 
los momentos magnéticos están alineados con el campo magnético 
aplicado) se realiza extrapolando a H infinito el valor de m en la región de 
campos altos donde m es lineal con 1/H. Mediante este tipo de medidas 
también se puede obtener la susceptibilidad magnética inicial (χini) que 
representa la respuesta magnética del material al aplicarle un campo 
magnético, la magnetización remanente (mR) que es el valor de la 
magnetización cuando el campo magnético se hace 0 tras haber saturado la 
muestra previamente, y la coercitividad o campo coercitivo (HC) que es el 
campo magnético en el que el valor de la magnetización se anula. 
 Para los ZFC/FC, se registra la imanación en función de la 
temperatura desde los 5 hasta los 300 K a una velocidad de 5 K/min tras 
haber enfriado la muestra en ausencia y en presencia de un campo 
magnético de 100 Oe. Mediante este experimento se pueden obtener la 
temperatura de bloqueo (TB)  que es la temperatura por encima de la cual 
las ramas FC y ZFC se superponen y marca la transición de ferromagnético 
a superparamagnético (Apéndice IV). 
6. Espectroscopía Mössbauer (MS) 
 Mediante está técnica se ha podido determinar la fase de óxido de 
hierro de las partículas, el grado de oxidación de las partículas de magnetita 
así como el comportamiento magnético de ellas. 
Preparación de la muestra 
 Para las medidas de absorción por espectroscopía Mössbauer es 
necesario disponer de una cantidad de muestra en polvo que contenga unos 
30 mg de hierro. La muestra debe ser molida en un mortero de ágata y 
posteriormente depositada en papel de aluminio en un círculo de unos 2 
cm de diámetro donde se mezcla con grasa de vacío para fijarla y repartirla 
uniformemente por toda la superficie. Por último se utilizó otro redondel 
de papel de aluminio para ponerlo encima de la muestra y sellarla quedando 
la muestra empaquetada. El motivo de esta preparación es que el calibrado 
es una chapa de la misma superficie de Fe metálico.  
Apéndice I 
 Los espectros Mössbauer han sido ajustados con los programas 
informáticos RECOIL (v 1.05) y NORMOS. El ángulo exacto de 
inclinación de los momentos magnéticos respecto al campo aplicado(α) 
puede ser calculado mediante la siguiente expresión: 
 
hfeff
apphfeff
BB
BBB
2
cos
222 ++=α  (6) 
 
Fundamento físico del la espectroscopía Mössbauer 
 La espectroscopía Mössbauer está basada en el efecto Mössbauer, 
es decir, en la emisión de rayos γ por parte de una especie isotópica en 
estado excitado y posterior absorción de esta energía por parte de los 
núcleos atómicos en estado fundamental sin pérdida de energía por 
retroceso ya que puede hacer desaparecer la condición de resonancia al 
desplazar a distintas energías la banda de absorción y emisión. Esta 
condición se da cuando los átomos de Fe forman parte de una red cristalina 
ya que la energía de retroceso se reparte por todo el cristal (Figura 8). 
 La probabilidad de que se de el efecto Mössbauer en núcleos 
atómicos que se encuentran dentro de un sólido cristalino aumenta al bajar 
 
Figura 8. Proceso de la absorción nuclear resonante. 
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la temperatura, al aumentar la rigidez de la estructura cristalina y al 
disminuir la energía de los fonones asociados a la red cristalina. Otra 
condición es que las energías involucradas entre el estado excitado y 
fundamental del núcleo absorbente y emisor sean las mismas. Este hecho 
es posible ya que los entornos químicos del núcleo absorbente y emisor 
suelen ser distintos ya que los niveles energéticos de ambos se ven 
perturbados por las interacciones hiperfinas que tienen lugar entre los 
núcleos y los electrones del átomo o cationes vecinos. Para reestablecer la 
condición de resonancia se aplica una velocidad Doppler adecuada al 
núcleo emisor o absorbente11.  
 A continuación, la Tabla 1 describe las características de las 
interacciones hiperfinas12.  
 
Tabla 1.  Interacciones hiperfinas para el núcleo de 57Fe. 
Tipo de interacción y 
causa 
Información que proporciona y 
parámetros que se obtienen 
Transiciones 
permitidas 
Aparición 
en el 
espectro 
Estado de oxidación y tipo de 
coordinación que poseen los 
cationes 
 
Parámetros 
Electrostática monopolar 
Atracción del núcleo y la 
distribución de cargas 
electrónicas de su 
alrededor Desplazamiento isomérico (δIS) 
 
 
Estado de oxidación, el número 
de coordinación y la distorsión de 
la red cristalina. 
 
 
Parámetros 
Electrostática cuadrupolar 
Interacción del momento 
cuadrupolar nuclear con 
el gradiente de campo 
eléctrico producido por 
una distribución 
asimétrica de cargas 
alrededor del núcleo Desdoblamiento cuadrupolar (QS)  
 
Interacciones dipolares, 
ordenamiento magnético en 
función de la temperatura y tipo 
de orden magnético 
 
Parámetros 
Magnéticas dipolares 
Interacción entre el 
momento magnético del 
núcleo y un campo 
magnético (interno y 
externo) 
-Campo magnético hiperfino (Bhf) 
-Relación de intensidades entre 
las líneas 
-Anchura de línea (w)  
 
Apéndice I 
 El equipo Mössbauer (Figura 9) consta de varios componentes; una 
fuente de radiación que contiene el precursor radiactivo del isótopo que se 
encarga de emitir la radiación γ, un transductor de velocidades Doppler que 
modifica la energía de la radiación emitida por la fuente y lo sincroniza con 
el sistema de análisis de datos y un absorbente que debe ser la muestra que 
debe contener el mismo isótopo que la fuente en estado fundamental y 
puede colocarse en un criostato u horno para modificar la temperatura de 
registro. El sistema también se compone de un detector, un amplificador 
que se encarga de transformar los pulsos de carga entregados por el 
detector en pulsos gaussianos, un analizador monocanal que discrimina la 
energía de los fotones de los que vienen de las transiciones Mössbauer y 
transforma los pulsos gaussianos en lógicos y un analizador multicanal que 
realiza un barrido registrando los pulsos lógicos en cada canal (que 
corresponde a un incremento de velocidad Doppler y por lo tanto de 
energía) generando así el espectro final Mössbauer de la muestra tras varios 
barridos con el fin de alcanzar una estadística fiable y aumentar la relación 
señal/ruido.  
 
 
Figura 9. Esquema de un espectrómetro Mössbauer. 
 
 En el presente trabajo, se han llevado a cabo medidas de los 
espectros a varias temperaturas que oscilan entre los 16 K y temperatura 
ambiente (298 K) para el caso de los espectros realizados en ausencia de 
campo magnético y a 4,2 K en presencia de un campo magnético. En 
ambos casos se ha utilizado una fuente de 57Co insertado en una matriz de 
MUESTRA 
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Rh, un criostato de He de recirculación para llevar a cabo las medidas a baja 
temperatura y las medidas de los espectros se han comparado con la línea 
del espectro Mössbauer del α-Fe a temperatura ambiente. En el caso de los 
registros de los espectros en presencia de campo magnético, la magnitud de 
este campo ha sido de 5 T y se ha aplicado en dirección perpendicular a la 
radiación γ de la fuente.  
7. Dispersión dinámica de luz (DLS) 
  Esta técnica ha permitido la caracterización coloidal de las 
suspensiones, es decir, el tamaño en solución de las partículas, y la carga 
superficial de éstas (potencial ξ) en función del pH, lo que permite obtener 
información acerca de las fuerzas que intervienen en la estabilización de los 
coloides.  
Preparación de la muestra 
 Para hacer las mediciones del diámetro hidrodinámico es necesario 
disponer de una suspensión estable de las partículas en agua en una 
concentración aproximada de 0,5 mM de Fe.  
 Para medir el potencial ξ es necesario que las partículas sean 
estables y que haya una fuerza iónica constante en el medio que en el caso 
de las mediciones hechas en este trabajo ha sido de 0,01 M de nitrato 
potásico (KNO3). Los cambios de pH se han realizado con HNO3 y KOH. 
 En el presente trabajo las medidas del diámetro hidrodinámico se 
han llevado a cabo con el equipo de dispersión de luz NANO SIZER ZS 
de Malvern Instruments. La fuente de energía es un láser que emite luz 
verde y el ángulo que hay entre el láser, la muestra y el detector es de 173º 
minimizando la radiación procedente de contaminantes y los efectos de 
dispersión múltiple debido a la presencia de muchas partículas. De esta 
forma se puede medir el tamaño hidrodinámico de muestras a mayores 
concentraciones. Las medidas del diámetro hidrodinámico se han registrado 
en el modo intensidad. 
Fundamento físico del DLS 
Diámetro hidrodinámico 
 La medición del diámetro hidrodinámico (Dh) de las partículas se 
realiza a partir de la medida del movimiento browniano (parametrizado en 
el coeficiente traslacional) de éstas,  es decir a partir del movimiento al azar 
de las partículas dentro del solvente por efecto del choque con las 
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moléculas del medio que las rodea. Se relaciona posteriormente con el 
tamaño hidrodinámico a partir de la ecuación de Stokes-Einstein: 
 
dif
B
h D
Tk
D πη3=  (7) 
 
donde Dh es el diámetro hidrodinámico, kB la constante de Boltzmann, T  la 
temperatura, η la viscosidad del disolvente y Ddif el coeficiente traslacional 
de difusión de la partículas13. 
 Al incidir energía de la región del visible sobre las partículas en 
suspensión dentro de un líquido, éstas dispersan luz en todas las 
direcciones llegando al detector la radiación dispersada a un ángulo 
determinado. Este detector registrará las fluctuaciones de la intensidad de la 
luz a lo largo del tiempo que son debidas al movimiento de las partículas. 
Un correlador digital compara las fluctuaciones a lo largo del tiempo con 
respecto a la primera señal creando una función de correlación que tras la 
aplicación de diversos algoritmos da como resultado el diámetro  
hidrodinámico de las partículas y su distribución (Figuras 10A y 10B). Si las 
partículas que se están midiendo poseen pequeño tamaño la función de 
correlación decae rápidamente (evidencia del movimiento rápido de las 
partículas). En cambio, si las partículas son grandes la función de 
correlación decae lentamente14. 
 
Figura 10. A) Función de correlación en función del tamaño de las partículas, B) Esquema del 
aparato de dispersión dinámica de luz.  
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 El equipo de dispersión de luz consta de un láser que suministra la 
luz que atraviesa la célula donde se encuentran las partículas, un detector 
que está situado a un determinado ángulo para recoger la luz dispersada en 
esa dirección, un atenuador que reduce la intensidad de la luz que llega al 
detector, un correlador que compara la intensidad de la luz dispersada a lo 
largo del tiempo y un ordenador donde se analizan los datos14. 
 Como se ha mencionado en el apartado anterior, los datos se 
obtienen por intensidad de luz dispersada en función del tamaño 
hidrodinámico (modo intensidad). Hay otros dos modos de obtener el 
tamaño hidrodinámico, como distribución de volúmenes (modo volumen)  
y de número (modo número) de nanopartículas. Esta conversión se realiza 
a partir del índice de refracción de la muestra y aplicando la teoría de Mie y 
tiene sentido hacerla cuando en el modo intensidad se obtienen dos picos o un 
pico con una cola apreciable ya que las partículas o agregados de mayor 
tamaño dispersan más luz que los pequeños debido a que la intensidad es 
proporcional al Dh6 (aproximación de Rayleigh) y daría una visión más 
realista de lo que sucede14 (Figura 11). 
Carga superficial de las partículas 
 La medición de la carga superficial de las partículas se realiza a 
partir de la medida de la velocidad con la que migran las partículas al aplicar 
una diferencia de potencial a los electrodos de la célula que contiene la 
suspensión (movilidad electroforética). Este registro de la movilidad 
electroforética se lleva a cabo a partir de la técnica de velocimetría de láser 
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Figura 11 Representación de la distribución de tamaños de una mezcla de partículas de 10 y 100 
nm en los modos número, volumen e intensidad. 
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Doppler en la que se mide las fluctuaciones del haz dispersado a un ángulo 
de 17 ºC y se combina con un haz de referencia. La combinación de estos 
haces da como resultado un haz en el que la intensidad de las fluctuaciones 
es directamente proporcional a la velocidad de las partículas (Figura 12). A 
partir de la obtención de la movilidad electroforética se puede calcular el 
potencial ξ aplicando la ecuación de Henry: 
 
η
εξ
3
)(2 kafU e =  (8) 
 
donde Ue es la movilidad electroforética, ε es la constante dieléctrica del 
medio, ξ es el potencial zeta, η es la viscosidad y f (ka) es la función de 
Henry cuyo valor puede ser igual a 1,5 en el caso de partículas alrededor de 
200 nm dispersadas en medios con fuerza iónica mayor de 10-3 M 
(aproximación de Smoluchowski) o de 1 en el caso de partículas más 
pequeñas (aproximación de Hückel)13. 
8. Espectrometría de emisión óptica con plasma acoplado 
inductivamente (ICP-OES) 
 Esta técnica ha facilitado el análisis elemental de polvos y 
suspensiones y en particular la concentración de hierro de las suspensiones 
coloidales de partículas de magnetita en agua. 
Preparación de la muestra 
 Dada la naturaleza inorgánica de las partículas de magnetita y la 
naturaleza orgánica de los recubrimientos utilizados, se ha utilizado ácido 
 
Figura 12. A) Celda de electroforesis especial para la medición de potencial ζ,  B) Medición de la 
movilidad electroforética mediante velocimetría de láser Doppler.  
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nítrico y clorhídrico para el procedimiento de digestión de las muestras. 
Para ello se añaden a un matraz aforado 200 μL de la suspensión a analizar 
y se añaden posteriormente unas gotas de ácido nítrico con una pipeta 
Pasteur para oxidar el recubrimiento orgánico que recubre las partículas. A 
continuación, se añaden unas gotas de ácido clorhídrico para que todo el 
hierro de las nanopartículas pase a estar como iones libres en la solución y 
se dejan durante unos minutos para que se complete el proceso de 
digestión. Por último se añade agua a la muestra para diluirla hasta enrasar a 
25 mL. 
  El equipo utilizado para la realización de estos análisis ha sido el 
(ICP) PERKIN ELMER OPTIMA 2100 DV que posee un nebulizador 
neumático y utiliza el plasma de Ar de acoplamiento inductivo para excitar 
los átomos. Los calibrados han sido realizados tomando disoluciones 
patrón de Fe(NO3)3 al 2% en ácido nítrico. 
Fundamento físico del ICP-OES 
 Para llevar a cabo los análisis por ICP es necesario tener los átomos 
de la especie a analizar en disolución (ya sean ionizados o en estado 
fundamental). Una vez introducida en la cámara de la muestra, la disolución 
es nebulizada por un capilar debido al paso de una corriente de gas a alta 
presión formándose finalmente un aerosol. Este aerosol pasa a una cámara 
donde es puesto en contacto con el plasma de Ar y los átomos son 
excitados llevando sus electrones a niveles electrónicos superiores. Estos 
electrones volverán a su estado fundamental emitiendo fotones de una 
longitud de onda característica de cada elemento. Esta energía es 
monocromada a la longitud de onda donde es más probable que se haya 
llevado a cabo la excitación del elemento a analizar y a la que no haya 
posibles interferencias. Posteriormente la radiación pasa por un 
fotomultiplicador y es recogida y transformada en señal eléctrica por el 
detector. La señal eléctrica registrada es proporcional al número de fotones 
que la lleguen y por tanto al número de átomos excitados.7. Un esquema del 
equipo puede verse en la Figura 13. 
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9. Relaxometría H-RMN 
 Esta técnica ha permitido la evaluación del contraste de las 
nanopartículas de magnetita en forma de suspensiones coloidales a partir  
de la medición de los tiempos de relajación, tanto T1 como T2, de los 
núcleos de hidrógeno desde su estado excitado hasta su estado 
fundamental. 
 
 
Figura 14.  Esquema del equipo Minispec MQ60 de Brucker. 
Preparación de la muestra 
 Para la medición de los tiempos de relajación, es necesario añadir 
0,4 mL de una solución de agar en caliente al 5,5 % en peso a 1 mL de las 
suspensiones que se encuentran en un tubo Eppendorf. Nada más añadir el 
agar a la muestra se agita vigorosamente con un vortex durante un minuto 
para homogeneizar la suspensión y con una pipeta Pasteur caliente se 
 
Figura 13. Esquema general de un espectrómetro de emisión óptica con plasma acolado 
inductivamente. 
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toman unos 0,3 mL de ésta y añaden a un tubo de RMN de vidrio que no 
contiene Fe para el espectrómetro utilizado. Por último se gelifica 
rápidamente la suspensión sumergiéndola en agua fría. 
 Las medidas se han realizado en un espectrómetro MINISPEC 
MQ60 de Bruker que opera con un campo magnético de 1,5 T y a una 
temperatura de 37 ºC (Figura 14).  
 Para la medición de los T1 se han utilizado una secuencia de pulsos 
llamada “Inversion Recovery” (Figura 15) en la que, tras aplicar el campo 
magnético constante de 1,5 T, se emite un pulso de 90º en la dirección z 
seguido de otro de 180º en el mismo eje y se mide el momento magnético 
de los núcleos en el eje z. Estos pulsos están separados por un tiempo τ. 
 Para la medición de T2 se ha empleado una secuencia de pulsos 
llamada “Carr-Purcell-Maiboom-Gill (CPMG)” (Figura 15). Tras la 
aplicación del campo magnético de 1,5 T se aplica un pulso de 90º en el eje 
x que va seguido de un pulso de 180º en el eje y tras un tiempo τ. A este 
pulso le sigue otro de 180º en el mismo eje y pasados dos veces el tiempo τ 
y se registra la señal del momento magnético de los núcleos en los ejes x e y 
que disminuye con el tiempo. Durante las medidas se ha optimizado la 
separación de los pulsos de 90 y 180º (τ) cuyo valor se puede obtener de la 
Ecuación 9: 
 
)1(2
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donde dp es el número de puntos para ajustar en la curva (dependiendo del 
tiempo de relajación de cada muestra se han utilizado 30 puntos para T2 
bajos y 100 para T2 altos) y dm es el número de “echoes” 15 no ajustados 
(cuyo valor se ha dejado constante durante todas las medidas a 7). 
 
 
Figura 15. Secuencia de pulsos empleados para determinar T1 y T2. 
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Fundamento físico de la relaxometría H-RMN 
 El aparato basa su funcionamiento entorno a las propiedades del 
átomo de hidrógeno. Éste posee una carga positiva en el núcleo y un espín 
nuclear que hace que posea un momento magnético. Al aplicar un campo 
magnético, los momentos magnéticos nucleares de los átomos de los 
protones se alinearán en su dirección precesionando en torno a él a una 
frecuencia proporcional a la fuerza del campo magnético. 
 Para detectar el campo magnético originado por los espines 
nucleares y aislarlo se suele aplicar secuencias de pulsos de radiofrecuencia 
de 90 y 180º para sacar fuera del estado de equilibrio a los espines e invertir 
la magnetización. La secuencia de pulsos escogida depende del tipo de 
medida que se vaya a realizar. De esta manera se origina un campo 
magnético oscilante en el plano perpendicular al campo magnético aplicado 
que genera un voltaje alterno en las bobinas de detección que es la señal de 
RMN. Esta señal es medida y decae a lo largo del tiempo debido a que los 
protones que están en estado excitado vuelven a su estado fundamental 
donde sus momentos magnéticos nucleares vuelven a alinearse con el 
campo (la señal de RMN decae por la relajación)16, 17. 
 La relajación viene caracterizada por dos parámetros, T1 y T2. El 
T1 es conocido como el tiempo de relajación longitudinal o espín-red y 
mide la velocidad a la cual el sistema recupera el equilibrio a lo largo de la 
dirección del campo aplicado (eje z) después de la aplicación de la secuencia 
de pulsos de radiofrecuencia (Figura 16). El T2 es conocido como el 
tiempo de relajación transversal o espín-espín y mide la velocidad con la 
que decae la señal en el plano xy después de aplicar la secuencia de pulsos 
(Figura 16)17. 
 
 
Figura 16. Variación de la magnetización longitudinal (T1) y la magnetización transversal (T2) 
tras haber aplicado la secuencia de pulsos con el tiempo.  
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10. Adquisición de imágenes por resonancia magnética (MRI) 
 Esta técnica se ha empleado en el presente trabajo para comprobar 
el efecto como agente de contraste en resonancia magnética de las 
nanopartículas de magnetita sintetizadas previamente. Este efecto se ha 
llevado a cabo observando directamente la biodistribución de las 
nanopartículas inyectadas en ratas y comparando el contraste de los 
órganos con respecto a los mismos órganos de las ratas control sin las 
partículas. 
Preparación de la muestra 
 Las suspensiones de partículas que son inyectadas en las ratas deben 
haberse filtrado previamente y haber añadido PBS y L-manitol. A su vez, la 
concentración de Fe debe ser de aproximadamente 1 mg/mL por lo que en 
todos los casos se ha preconcentrado con el rotavapor. Después se les ha 
añadido L-manitol hasta alcanzar una relación en peso de 6 con la cantidad 
total de Fe para evitar la coagulación de la sangre una vez inyectada la 
suspensión en la rata. A continuación se ha inyectado a la rata (de masa 
aproximada 200 g) unos 100 μl de muestra (es decir, 0,1 mg de Fe) a través 
de la vena del pene (Figura 17, dcha.).  
 Las ratas son de color blanco y de cola larga. Previa a la inyección 
de la muestra son anestesiadas primero al introducirlas en una urna con 
atmósfera mezcla de O2 y halotano y segundo por inyección vía 
intraperitoneal de 300 μL de una mezcla de tiobarbitol con suero salino y 
heparina.  
 La adquisición de imágenes se ha llevado a cabo en un 
espectrómetro Buker Biospec 47/40 (Figura 17, izq) aplicando secuencias 
de pulsos “espín-echo” de 90º y 180º y pesadas en T2 con un TE18 de 41,8 
ms y un TR19 de 2075 ms. 
Fundamento físico del MRI 
 El aparato de adquisición de imágenes de RMN consta de un gran 
imán que genera un campo magnético, unas bobinas que corrigen las 
inhomogeneidades del campo magnético, unas bobinas de radiofrecuencia 
que emiten una señal a la parte del cuerpo que está siendo escaneada, unas 
bobinas receptoras que detectan la señal de retorno, unas bobinas de 
gradiente que suministra la localización espacial de las señales y un 
ordenador que reconstruye la imagen a partir de las señales de 
radiofrecuencia. La intensidad de la señal vendrá dada por la densidad de 
Apéndice I 
protones (si forman parte de agua o de biomoléculas), los valores de T1 y 
T2 (determinan el tipo de relajación del protón) y el fluido (la intensidad 
disminuye si los protones se encuentran en una zona donde hay mucho 
movimiento de fluidos como en las arterias). 
 La adquisición de la imagen se lleva a cabo por la superposición 
espacial de las señales de RMN en cada vóxel20 del cuerpo tras haber 
aplicado la secuencia de pulsos y posterior conversión de éstas en la imagen 
aplicando la inversa de la transformada de Fourier. Para seleccionar cada 
vóxel primero hay que fijar una determinada rebanada del cuerpo aplicando 
un pequeño campo magnético perpendicular al del imán con las bobinas de 
gradiente y posteriormente seleccionar la columna y la fila deseada con las 
correspondientes bobinas de gradiente para esas direcciones. Para cada 
selección se lanza la secuencia de pulsos apropiada obteniendo por cada 
rebanada un mapa 2D de las señales RMN obtenidas. Por último el 
computador realiza la operación inversa de la transformada de Fourier para 
obtener la imagen espacial rebanada a rebanada21. 
  
 
Figura 17. (Izq) Espectrómetro Broker Biospec 47/40; (Dcha) Inyección de las nanopartículas en 
la rata. 
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II 
Estructura y propiedades de la 
magnetita y la maghemita 
 
 En la actualidad existen unos 16 compuestos entre óxidos, 
hidróxidos y oxihidróxidos de hierro que se diferencian entre si en la fase 
cristalina (cúbica, ortorrómbica, tetragonal), en los aniones que los 
componen (O2-, OH- o los dos), en el estado de oxidación de los cationes 
(Fe2+, Fe3+ o mixta de los dos) y en la localización de éstos (huecos 
octaédricos, tetraédricos o ambos)1. Estas diferencias originan en cada fase 
distintas propiedades mecánicas, eléctricas o magnéticas (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Propiedades estructurales y magnéticas de los óxidos de hierro más importantes. 
Fase de óxido de 
hierro 
Sistema 
cristalino 
Tipo 
estructural 
Dimensiones 
de celda (nm) 
Empaquetamiento 
aniones 
Densidad 
(g/cm3) 
Goetita 
α-FeOOH Ortorrómbico Diáspora 
a=0,4608 
b=0,9956 
c=0,30215 
HCP 4,26 
Lepidocrocita 
γ-FeOOH Ortorrómbico Bohemita 
a=0,388 
b=1,254 
c=0,307 
CCP 4,09 
Akaganeita 
β-FeOOH 
Tetragonal 
(monoclínico) Hollandita 
a=1,000 
b=0,3023 
c=1,0513 
BCC 3,56 
Feroxihita 
δ´-FeOOH Hexagonal 
Poco 
cristalina 
a=0,293 
c=0,460 HCP 4,20 
Ferrihidrita 
Fe5HO8·4H2O Hexagonal 
Poco 
cristalina 
a=0,508 
c=0,94 HCP 3,96 
Hematites 
α-Fe2O3 Hexagonal Corindón 
a=0,50340 
c=1,3752 HCP 5,26 
Magnetita 
Fe3O4 Cúbico 
Espinela 
inversa a=0,839 FCC 5,18 
Maghemita 
γ-Fe2O3 
Cúbico o 
tetragonal 
Espinela 
inversa a=0,834 FCC 4,87 
Wurstita 
FeO Cúbico 
Cloruro 
sódico 
a=0,4302-
0,4275 FCC 5,9-5,99 
 
 Apéndice II 
 En el presente trabajo los compuestos de óxido de hierro 
estudiados son la magnetita y la maghemita debido a las propiedades 
magnéticas que poseen que los hacen muy interesantes para su aplicación 
en biomedicina.   
1. Características estructurales 
 Tanto la magnetita como la maghemita poseen una estructura 
cristalina cúbica tipo espinela inversa1 en la cual los aniones O2- se 
encuentran formando un empaquetamiento cúbico compacto centrado en 
las caras (fcc) a lo largo de la dirección [111]. Cada celda unidad está 
formada por 8 celdillas, es decir que posee 32 O2- (Figura 1). 
 En el caso de la magnetita (Fe3O4), los átomos de Fe poseen dos 
estados de oxidación (Fe2+ y Fe3+) ocupando 1/8 de los huecos tetraédricos 
(td) (8 de 64 posibles, todos Fe3+) y 1/2 de los huecos octaédricos (oh) (16 
de 32, repartidos equitativamente entre Fe2+ y Fe3+) (Figura 1). Posee un 
parámetro de celda de 0,8394 nm y la fórmula de la celda unidad es la 
siguiente 
 
4
233
32
2
8
3
8
3
8 ][][][][ OFeFeFeOFeFeFe ohtdohtd
++++++ →  (1) 
 
 En el caso de la maghemita (γ-Fe2O3) todos los átomos poseen el 
mismo estado de oxidación (Fe3+) (Figura 1). Para compensar este exceso 
de carga positiva se crean vacantes catiónicas al azar en los huecos  
 
Figura 1. Estructura cristalina tipo espinela de la magnetita (izqda) y de la maghemita (dcha). 
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octaédricos. Por tanto, 1/8 de los huecos tetraédricos (8 de 64) están 
ocupados por cationes Fe3+, el 41,6 % de los huecos octaédricos (40/3 de 
32) también por cationes Fe3+ y las vacantes ocupan, como máximo, el 
8,3% de los huecos octaédricos. La fórmula de la celda unidad y de cada 
celdilla es la siguiente. 
 
[Fe3+8]td[Fe3+40/3    8/3]ohO32 [Fe3+]td[Fe3+5/3  1/3]ohO4        (2) 
 
 El parámetro de celda es ligeramente inferior al de la magnetita 
(0,834 nm) debido a la ausencia de cationes Fe2+ que poseen mayor tamaño. 
Proceso de oxidación 
 El paso de magnetita (Fe3O4) a maghemita (γ-Fe2O3) tiene lugar 
mediante una reacción topotáctica por reordenamiento de átomos sin 
cambio en la morfología de la partícula2, 3 (Figura 2). En este proceso, los 
iones Fe migran desde el interior de las partículas hasta la superficie 
creándose vacantes catiónicas en el interior, que a su vez aloja aniones de 
oxígeno. En la superficie, los cationes metálicos se oxidan por interacción 
con los aniones de oxígeno dando lugar a la maghemita4, 5. Esta reacción 
transcurre a través de una serie de compuestos no estequiométricos que 
son aislables y cuya fórmula general es la siguiente1: 
Figura 2. Esquema general del paso de magnetita a maghemita. 
 
[ ] [ ] 32383838 OFeFeFe ohtd +++
Fe2+/Fe3+=0,5
Fe2+/Fe3+=0,2
Fe2+/Fe3+=0 
[ ] [ ] 3233.13 66.2243838 OFeFeFeFe ohtd ++++
[ ] [ ] 3266.23 33.53838 OFeFeFe ohtd +++
     OXIDACIÓN
4Fe3O4 6 γ-Fe2O3 
O2 
MAGNETITA 
NO ESTEQUIOMÉTRICA 
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 En el caso de que la reacción no se haya producido, la fase es 
magnetita pura y x es igual 0. Si la oxidación se ha llevado a cabo por 
completo, entonces x=1 y por lo tanto es maghemita. Para valores de x 
entre 0 y 1 los compuestos son magnetitas no estequiométricas (Figura 2). 
 El estado de oxidación de las partículas depende en gran parte del 
método de síntesis empleado así como de las condiciones de 
almacenamiento. Si las nanopartículas se encuentran en agua la oxidación es 
más lenta que en aire ya que las vacantes catiónicas que asisten al proceso 
de la difusión catiónica están presentes en menor número debido al exceso 
de agua6. Además, si las nanopartículas sintetizadas poseen más desorden 
cristalino, tendrán más tendencia a oxidarse ya que el número de vacantes 
catiónicas será mayor.  
 Si las vacantes se ordenan a lo largo de una determinada dirección el 
sistema cristalino pasa de cúbico a tetragonal (Figura 3) creándose así una 
superestructura con simetría tetragonal en el que el eje de longitud más 
corta a de la celda mide 0,833 nm y el eje de mayor longitud c mide 3 veces 
la longitud del eje a (2,501 nm). 
 
 
Figura 3. Diferente grado de ordenamiento de vacantes en la maghemita que conlleva diferente 
simetría cristalina. 
 
 γ-Fe2O3 (Maghemita) 
Cúbica
a=b=c 
Fd3m 
Cúbica
a=b=c 
P4132 
Tetragonal
a=b; c=3a 
P43212 
Desordenado
Parcialmente ordenado 
Ordenado
[ ] [ ] 3266.2333.53838 OFeFeFe ohtd +++
[ ] [ ] 3266.2333.53838 OFeFeFe ohtd +++
[ ] [ ] 968316324324 OFeFeFe ohtd +++
[ ] [ ] 43/3 3/531213 OFeFeFeFe ohxxxxtd ++−+−+
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2. Propiedades magnéticas 
 Tanto la magnetita como la maghemita son óxidos de hierro 
ferrimagnéticos7, es decir, su estructura magnética se puede describir como 
una interpenetración de 2 subredes de iones Fe cuyos espines se disponen 
antiparalelamente entre sí a lo largo de la dirección [111]. Una de las 
subredes está formada por los iones Fe situados en posiciones octaédricas y 
la otra subred por los iones Fe situados en posiciones tetraédricas por lo 
que el momento magnético resultante no es nulo (Figura 4). Así pues, la 
estructura magnética de la magnetita se puede escribir de la siguiente 
manera 
4
323 ][ OFeFeFe ohtd ↓↓↑ +++   (4) 
 
Y en el caso de la maghemita 
 
4
3
3/5
3 ][ OFeFe ohtd 1/3↓↑ ++   (5) 
 
 La principal interacción magnética que se produce en este tipo de 
óxidos tiene lugar entre los iones Fe2+ (solo en el caso de la magnetita) o 
Fe3+ de los huecos octaédricos y los iones Fe3+ de los huecos tetraédricos a  
través de los iones O2-. El mecanismo de esta interacción es indirecto 
debido a que se encuentran muy lejos para interaccionar directamente entre  
ellos y se denomina superintercambio8 (Figura 5). Esta interacción se da entre 
los electrones 3d desapareados de los iones metálicos y los 2p de los 
aniones O2- cuando están cercanos entre si y forman un ángulo cercano a 
los 120º. 
 
Figura 4. Estructura ferrimagnética de la magnetita;(Fe3+td  ) (Fe3+oh   ) (Fe2+oh    ). 
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 Dentro de la estructura de espinela inversa, los iones Fe2+ poseen 
entorno octaédrico y los iones Fe3+ poseen entorno octaédrico y 
tetraédrico. Para minimizar su energía se disponen en configuración de alto 
espín. Como se puede observar en la Figura 6, los iones Fe3+, ya estén en 
un entorno octaédrico o tetraédrico, poseen todos sus espines desapareados 
por lo que su momento magnético teórico es de 5 μB. Los iones Fe2+ 
poseen un momento magnético de 4 μB. 
 
 
Figura 5. Mecanismo de superintercambio en la magnetita y maghemita. 
 
 
Figura 6. Desdoblamiento de los orbitales metálicos y ocupación electrónica en los óxidos de hierro 
ferrimagnéticos. 
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 En el caso de la magnetita, el momento magnético de una celda 
unidad es el resultante de la suma del momento magnético de cada una de 
las subredes. La subred formada por los iones Fe3+ con entorno tetraédrico 
posee un momento magnético de 40 μB (8 iones metálicos x 5 μB) y la 
subred formada por los iones Fe3+ y Fe2+ con entorno octaédrico posee un 
momento magnético de 72 μB (los Fe3+ contribuyen con 40 μB y los Fe2+ 
con 32 μB). Como las dos subredes poseen los espines alineados 
antiparalelamente, el momento magnético neto resultante en la red es de 32 
μB.  
 En el caso de la maghemita, la subred formada por los iones Fe3+ 
con entorno tetraédrico posee un momento magnético de 40 μB (al igual 
que la magnetita) y la subred formada por los iones Fe3+ con entorno 
octaédrico posee un momento magnético de 66,7 μB (40/3 de iones Fe3+ en 
la celda unidad x 5 μB/ion Fe3+) por lo que el momento magnético neto es 
de 26.7 μB, por lo tanto inferior al de la magnetita. Los valores 
experimentales están de acuerdo con el cálculo teórico donde la 
magnetización de saturación de la magnetita9 (MS=84 emu/g a temperatura 
ambiente y 94 emu/g a 5 K)10 es ligeramente superior al de la 
maghemita(MS=74 emu/g a temperatura ambiente y 82 emu/g a 5 K)10. 
Estos valores magnéticos, además de la constante de anisotropía, se 
presentan en Tabla 211. 
3. Propiedades difractométricas 
 Los difractogramas de rayos X obtenidos tanto para la magnetita 
(JCPDS 19-629) como para la maghemita en fase cúbica (JCPDS 39-1346) 
son muy similares entre si (Figura 7), ya que ambas poseen el mismo tipo 
de estructura cristalina (espinela inversa)12. La única diferencia es que 
poseen distinto parámetro de celda que es mayor en el caso de la magnetita 
(0,8394 nm) que el de la maghemita (0,8346 nm) debido a que posee iones 
Fe2+ en su estructura que tienen mayor radio iónico que los iones Fe3+. Este 
 
Tabla 2. Valores bibliográficos de los parámetros magnéticos intrínsecos de la magnetita y la 
maghemita como material masivo. 
Fase de óxido de 
hierro 
Ms 273 K 
(emu/g) 
Ms 5 K  
(emu/g) 
Keff  
(erg/cm3) 
Magnetita (Fe3O4) 84 94 11,0·104 
Maghemita (γ-Fe2O3) 74 82 4,7·104 
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hecho hace que las líneas de la maghemita se encuentran desplazadas 
ligeramente a mayores ángulos que las líneas correspondientes al mismo 
plano de difracción de la magnetita.  
 Cuando las vacantes presentes en la estructura de la maghemita se 
ordenan, el sistema cristalino pasa de cúbico a tetragonal (JPDS 25-1402) 
perdiéndose elementos de simetría por lo que se generan nuevos picos de 
difracción en el difractograma entre 10º y 30º (radiación CuKα) 
correspondientes a los picos de superestructura y que permiten identificar 
la presencia de esta fase (Figura 7).  
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Figura 7. Difractogramas de la magnetita (Fe3O4), maghemita en fase cúbica (γ-Fe2O3) y 
maghemita en fase tetragonal utilizando con radiación Cu(Kα =1,5406 Ǻ).  
 
4. Propiedades espectroscópicas 
 La interacción de distinto tipos de radiación (infrarroja, visible, 
radiación γ, rayos X…) con la magnetita y la maghemita provoca 
transiciones de energía que son características de cada tipo de óxido 
A
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Espectroscopía infrarroja 
 El número de modos activos de vibración de un sólido, así como su 
energía dependen del grupo espacial al que pertenece y el tipo de átomos 
que lo integran. Los óxidos de hierro poseen bandas de absorción 
características en la región del infrarrojo situadas entre 800 y 300 cm-1. 
 La magnetita cristaliza en forma cúbica con el grupo espacial Fd3m 
y posee 4 modos activos de vibración pertenecientes a la misma especie 
(T1u) (Figura 8, dcha). La primera de ellas aparece a 570 cm-1 (enlace Fe3+td-
O) y la segunda de ellas a 370 cm-1 (enlace Fe2+,3+oh-O) (Figura 8)1. La 
energía a la que aparecen las bandas en este caso es sensible al entorno del 
catión apareciendo la de más alta energía en el entorno tetraédrico porque 
está sujeta a mayor rigidez de la red cristalina que en el entorno octaédrico.  
 Los otros dos modos de vibración aparecen a frecuencias menores 
de 50 cm-1 y son debidas a movimientos de los iones Fe en los huecos 
tetraédricos en contra del movimiento de los iones Fe de los huecos 
octaédricos. También son asignados al movimiento Fe-O de los huecos 
tetraédricos y octaédricos respectivamente.   
 En el caso de la maghemita, el espectro de absorción en la región 
entre 800 y 300 cm-1 es muy sensible a como estén dispuestas la vacantes en 
los huecos octaédricos13. Cuando las vacantes están desordenadas se sigue 
manteniendo el grupo espacial Fd3m pero aparecen múltiples bandas de 
absorción alrededor de 570 y 370 cm-1 de la magnetita14 (Figuras 8 y 9).  
 
Figura 8. Espectros IR de la magnetita y la maghemita. 
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Figura 9. Espectros IR de la maghemita en fase tetragonal (vacantes ordenadas) y en fase cúbica 
(vacantes desordenadas). 
 
 Al ordenarse las vacantes totalmente la simetría pasa de cúbica a 
tetragonal perteneciendo la maghemita al grupo espacial P43212. En este 
caso, las bandas de absorción en 570 y 370 cm-1 aparecen más definidas ya 
que las vacantes están ordenadas. Como consecuencia de la pérdida de 
elementos de simetría14 del paso de magnetita a maghemita tetragonal el 
número de bandas IR activas aumenta apareciendo una pequeña 
microestructura de “dientes de sierra” (Figura 9). 
Espectroscopía Mössbauer 
 La espectroscopía Mössbauer es una de las técnicas más sensibles a 
la hora de detectar el estado de oxidación de los iones Fe que componen un 
sólido cristalino, el entorno de coordinación que les rodea así como 
caracterizar las propiedades magnéticas de las partículas. Además, en el caso 
de la magnetita, esta técnica es capaz de detectar desviaciones de su 
estequiometría normal encontrando estados intermedios entre ésta y la 
maghemita de fórmula [Fe3+]td[Fe2+1-3XFe3+1+2x      xO4]oh con x≤0,3315. 
 Para el caso de la magnetita como material masivo, los espectros 
realizados a temperatura ambiente se ajustan con 2 sextetes (Tabla 3), el 
primero debido a los iones Fe3+situados en los huecos tetraédricos con un 
desplazamiento isomérico δIS=0,26 mm/s y un campo hiperfino Bhf=49,1 
T7, 15. La presencia del segundo sextete es debido a los iones Fe+2,5 presentes 
en los huecos octaédricos y aparece con un desplazamiento isomérico de 
0,67 mm/s y un campo hiperfino Bhf=56,0 T. El hecho de que los iones Fe 
con entorno octaédrico aparezcan con valencia intermedia entre 2 y 3 a  
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temperatura ambiente es debido al rápido salto y deslocalización de los 
electrones de un catión a otro de tal forma que el espectroscopio 
Mössbauer es incapaz de detectarlos16. A 120 K tiene lugar la transición de 
Verwey en la que los electrones ya están localizados en sus iones metálicos 
y se produce una distorsión de la red cristalina creándose posiciones 
cristalográficas no equivalentes. Esto deriva en que los espectros medidos 
por debajo de la temperatura de transición de Verwey (TV) sean muy 
complicados de resolver ya que hay componentes de cada valencia que 
además poseen distinto entorno cristalográfico17.  
 La presencia de un campo magnético externo de 6 T perpendicular 
a la radiación hace que aumente el campo efectivo Beff (suma de Bhf y Happ) 
produciendo en el espectro una mejor separación de las líneas de los 
sextetes. A temperatura ambiente, el Beff del primer sextete pasa de 49,1 T a 
55,0 T y el Beff del segundo sextete pasa de 56,0 T a 40,0 T18 (Tabla 3). 
 En el caso de la maghemita, los espectros registrados a temperatura 
ambiente se componen de dos sextetes7, 19 que suelen solaparse debido a la 
anchura de sus líneas y que solo pueden ser resueltos por deconvolución 
numérica15 (Figura 10). El primero de ellos posee un δIS=0,24 mm/s, un 
Bhf=49,8 T y es asignado a los iones Fe3+ en posiciones tetraédricas. El 
segundo sextete esta asignado a los iones Fe3+ en entorno octaédrico y está  
Tabla 3. Parámetros Mössbauer de la magnetita y la maghemita como material masivo a 
distintas temperaturas. Campo magnético aplicado es perpendicular a la radiación. 
 
Fase Condiciones Componentes δIS (mm/s) Bhf,eff (T) Asignación 
Sextete 1 0,26 49,1 [Fe+3]td 275 K Sextete 2 0,67 56,0 [Fe+2.5]oh 
Sextete 1 ------ 55,0 [Fe+3]td 
Fe3O4 
275 K, 6T Sextete 2 ------ 40,0 [Fe+2.5]oh 
     
Sextete 1 0,24 49,8 [Fe+3]td 275 K Sextete 2 0,36 49,8 [Fe+3]oh 
     
Sextete 1 0,23 50,6 [Fe+3]td 275 K, 6T Sextete 2 0,37 50,7 [Fe+3]oh 
     
Sextete 1 0,36 50,2 [Fe+3]td 
γ-Fe2O3 
4 K Sextete 2 0,48 51,7 [Fe+3]oh 
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centrado a un δIS=0,36 mm/s con un Bhf también de 49,8 T. Al bajar la 
temperatura de registro de los espectros, la anchura de las líneas de los 
sextetes disminuye permitiendo que éstos ya no se solapen, a pesar de que 
la diferencia entre los dos δIS de los sextetes es de 0,12 mm/s, igual que a 
temperatura ambiente. A 4 K, el primer sextete posee un δIS de 0,36 mm/s 
y un Bhf de 50,2 T mientras que el segundo sextete posee un δIS de 0,48 
mm/s y un Bhf de 51,7 T1. La aplicación de un campo magnético externo de 
6 T perpendicular a la radiación el Beff del primer sextete pasa de 49,8 T a 
50,6 T y el Beff del segundo sextete pasa de 49,8 T a 50,7 T. 
 El grado de oxidación de la magnetita puede obtenerse a partir de la 
relación entre las áreas correspondientes a entornos octaédricos y 
tetraédricos (Aoh/Atd) y debe ser igual a 1,921. Si es menor de 2 la fase 
maghemita ya se encontraría presente en las partículas. 
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Figura 10. Espectro Mössbauer a temperatura ambiente y en ausencia de campo magnético de 
partículas de 17 nm de magnetita y la maghemita20. 
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Fundamentos de síntesis y 
estabilización coloidal  
1. Síntesis de nanopartículas en fase líquida   
 En todo proceso de síntesis de partículas en fase líquida, el 
mecanismo de formación comprende dos etapas: nucleación y crecimiento1. 
Para que las partículas sean monodispersas (σ<20%) estas dos etapas 
deben de estar separadas en el tiempo y, además, la nucleación debe ser 
instantánea para que los núcleos que son generados al unísono tengan un 
crecimiento similar2. Cualquier modificación del tamaño final de las 
partículas, así como de su distribución y su forma se puede realizar 
alterando cada una de estas etapas. El tamaño final depende 
fundamentalmente del proceso de nucleación y la distribución y forma final 
de las partículas dependen de la etapa de crecimiento. A continuación se 
tratarán por separado las etapas de nucleación y crecimiento.  
 
Figura 1. Diagrama de LaMer donde se observa la evolución de la concentración de especies 
precursoras durante las etapas de nucleación y crecimiento. 
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Nucleación 
 El proceso de nucleación tiene lugar cuando la concentración de 
especies precursoras de los núcleos supera la concentración de saturación 
de estas especies en disolución (CS) en un fenómeno llamado 
sobresaturación (Figura 1). Desde el punto de vista energético, cuando la 
concentración de las especies aumenta, el sistema reacciona formando una 
nueva fase a partir de una reacción química3. El cambio de energía por 
unidad de volumen (ΔGV) es la principal fuerza motora que conduce la 
síntesis de las nanopartículas y depende del grado de sobresaturación del 
sistema (S =(C-CS)/CS) (Ecuación 1):  
 
)1ln(ln S
V
Tk
C
C
V
Tk
G
M
B
SM
B
V +−=⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛−=Δ   (1) 
 
donde kB es la constante de Boltzmann, C es la concentración de partículas, 
VM es el volumen molar del precursor y T la temperatura. 
  La formación de los núcleos conlleva la introducción de energía al 
sistema que depende del radio (r) y además de la energía superficial por 
unidad de área (γ) de los núcleos creados (Ecuación 2): 
  
γππ 23 4
3
4 rGrG V +Δ=Δ   (2) 
 
ΔG*
ΔμV=(4/3)πΔGVr
3
Término de volumen
ΔG
Radio
0
Término de superficie
ΔμS=4πγr
2
r*
 
Figura 2. Energía de los núcleos recién formados en función del tamaño del núcleo. 
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 Dado que ambos términos poseen distinto signo (ΔGV<0) la 
energía total del proceso aumenta a medida que aumenta el radio del núcleo 
hasta un determinado valor a partir del cual comienza a descender (Figura 
2). El radio del núcleo a partir del cual comienza a descender la energía es 
conocido como el radio crítico (r*) y marca la barrera de energía que deben 
tener los núcleos para ser estables y no volver a redisolverse. Es decir, para 
que se lleve a cabo el proceso de nucleación no basta con que la 
concentración de los precursores sea mayor que la concentración de 
saturación (Figura 1, etapa I), sino que ésta debe ser lo suficientemente 
grande como para que el sistema sobrepase la barrera de energía de 
formación de los núcleos (Figura 1, etapa II) en la que tendrán un radio 
mayor que r*. El valor de r* y de ΔG* es igual a  
 
STk
V
G
r
B
M
V ln
22*
γγ =Δ
−=    (3) 
 
STk
V
G
B
M
222
2
ln3
16
*
πγ=Δ    (4) 
 Como se puede observar en las ecuaciones 3 y 4, r* y ΔG* 
dependen estrechamente de la temperatura y del grado de sobresaturación 
del sistema. Cuanto mayor son T y S menor serán el radio crítico y la 
barrera de energía a salvar para la producción de núcleos. Otro factor a 
tener en cuenta es la energía superficial de las partículas (γ) que depende 
fundamentalmente de la temperatura, el disolvente empleado, los aditivos 
en solución y la incorporación de impurezas en la fase sólida.  
 Por otro lado, la velocidad de nucleación depende 
fundamentalmente de tres factores. El primero de ellos es la probabilidad 
de que los núcleos tengan la energía necesaria para generarse (Ecuación 5): 
 
⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛ Δ−=
Tk
GP
B
*exp  (5) 
 
 El segundo de ellos la concentración inicial de precursores y el 
tercero es un factor estadístico que está relacionado con la probabilidad de 
éxito de cambio de disolución a núcleo (Г) que depende de la viscosidad del 
medio (η) y del diámetro del precursor (λ) (Ecuación 6): 
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TkB=Γ  (6) 
 
 Cuando tiene lugar la nucleación, el número de precursores 
disminuye sustancialmente hasta que se sitúa por debajo de la Cminnu (Figura 
1) donde no se formarán más núcleos a partir de los precursores sino que 
éstos difundirán a la superficie de los núcleos contribuyendo al crecimiento 
de las partículas. 
Crecimiento   
 La etapa de crecimiento de los núcleos viene controlada por varios 
procesos (Figura 3) que se pueden encuadrar en dos subetapas4. La primera 
de ellas es la etapa de difusión que engloba; a) la generación de especies 
precursoras para el crecimiento de las partículas, b) la difusión desde el 
solvente hasta la superficie de los núcleos y c) la adsorción en la superficie 
de los núcleos. La segunda subetapa corresponde al crecimiento físico de 
las nanopartículas ya que los precursores se incorporan y forman parte de 
las nanopartículas haciendo crecer el tamaño de éstas. La velocidad de 
crecimiento y distribución de tamaños de las partículas vienen dadas por el 
proceso que controle el crecimiento5 (Tabla 1).  
 Como se puede observar en la Figura 4, tanto si la etapa limitante es 
la difusión como si es la de crecimiento físico, la distribución de tamaños 
de partículas se puede ver alterada en el proceso global de crecimiento. El 
proceso deseable para limitar la reacción es la difusión ya que la 
distribución de tamaños se estrecha al aumentar el radio de la partícula6.  
 
Figura 3. Procesos que intervienen en la etapa de crecimiento de las partículas. 
DIFUSIÓN
CRECIMIENTO MONONUCLEAR CRECIMIENTO POLINUCLEAR
GENERACIÓN DE PRECURSORES
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 Todo lo contrario ocurre si la etapa de crecimiento mononuclear (la 
incorporación de especies a la superficie de las partículas se realiza capa a 
capa) es la más lenta ya que al aumentar el radio, aumenta la distribución de 
tamaños. Si la velocidad de crecimiento viene dada por crecimiento 
polinuclear (la formación de segundas capas empieza antes de que terminen 
las primeras debida a la elevada concentración de especies precursoras en la 
superficie) la distribución de tamaños se estrecha aunque no en tanta 
magnitud como el crecimiento por difusión7 (Figura 4). 
 En principio los tres mecanismos están siempre presentes en el 
crecimiento pero uno u otro domina más en función del tamaño de los 
núcleos o las características del medio8. Si los núcleos son muy pequeños 
domina el crecimiento mononuclear ya que las capas se completan 
rápidamente. Cuando los núcleos crecen un poco más domina el 
mecanismo de crecimiento polinuclear ya que a medida que aumenta el 
radio cuesta más tiempo completar la capa. El proceso de difusión es el 
dominante cuando las partículas son más grandes.  
Separación entre nucleación y crecimiento 
 Existen diversas técnicas de promover la síntesis de partículas 
uniformes que afectan a la nucleación, al crecimiento y al envejecimiento. 
La nucleación puede ser homogénea si los núcleos son producidos al  
 
Figura 4. Uniformidad de las partículas en función del tamaño final y del mecanismo de crecimiento 
que limite el proceso. 
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unísono en el medio de reacción o heterogénea si se han introducido 
núcleos o partículas antes de que se lleve a cabo la síntesis. 
 En el caso de la nucleación homogénea hay dos formas de llevarla a 
cabo. La primera de ellas es inyectar los reactivos en exceso a una elevada 
temperatura y en un periodo mínimo de tiempo con el fin de producir una 
nucleación instantánea debido a la elevada saturación de precursores que se 
produce9, 10 (Figura 5). Este es el caso concreto de la síntesis de partículas 
de Co o Fe mediante la inyección a temperaturas superiores a los 150 ºC de 
Co2(CO)8 o Fe(CO)5 respectivamente11, 12. La segunda técnica consiste en 
mezclar los reactivos con el disolvente a baja temperatura y calentar hasta 
llegar a altas temperaturas (Figura 5). En este caso, la nucleación tiene lugar 
por la descomposición de los reactivos o especies que se hayan formado en 
el medio a una determinada temperatura. Este es el caso de la síntesis de 
partículas de Fe3O4 a partir de Fe(acac)313. Este método es muy ventajoso 
por su fácil escalado.   
Tabla 1. Ecuaciones correspondientes a la velocidad, radio final y distribución de radios en función 
del proceso que controle el crecimiento de las nanopartículas. 
Proceso 
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Figura 5. Diagrama de LaMer donde se representan la concentración de especies precursoras en 
función del tiempo para una nucleación heterogénea o inyección de precursores en caliente y síntesis en 
la que se calienta progresivamente desde temperatura ambiente. 
 
 En el caso de la nucleación heterogénea los núcleos/partículas 
hacen la función de semillas que crecerán durante la reacción ante la 
adición de los reactivos iniciales14. Estos reactivos generarán especies 
precursoras de núcleos que difundirán hacia las semillas haciendo crecer a 
estas. La concentración de los precursores nunca debe ser alta para 
favorecer el crecimiento de las semillas en vez de provocar nucleaciones 
secundarias que haga que las partículas posea una distribución de tamaños 
bimodal. Mediante esta técnica de síntesis se pueden sintetizar partículas 
más grandes del mismo material15 o preparar partículas heterogéneas 
“núcleo-corteza”16,17.  
 Dentro del proceso de crecimiento, la obtención de partículas 
uniformes se ve favorecida si el proceso que controla el crecimiento es el de 
difusión. Éste puede favorecerse cuando la concentración del precursor es 
muy baja, lo que da lugar a que la distancia de difusión sea muy grande. 
Otra forma de favorecer el crecimiento por difusión es aumentando la 
viscosidad del medio o introduciendo una barrera difusiva que forme una 
monocapa y ralentice el proceso de acercamiento de los precursores a la 
superficie de las partículas. 
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 Finalmente, el envejecimiento de las partículas tiene lugar cuando 
éstas ya han alcanzado su tamaño final. El hecho de prolongar el tiempo 
más allá de la etapa de crecimiento tiene como objetivo disminuir la 
distribución de tamaños ya que las partículas más pequeñas que poseen 
mayor energía superficial se redisuelven y pasan a formar parte de las más 
grandes en un proceso conocido como maduración de Ostwald18. 
2. Estabilización coloidal de las partículas en fase líquida  
 El uso de las nanopartículas de óxido de hierro para aplicaciones 
biomédicas dentro del cuerpo humano implica que éstas formen una 
dispersión coloidal estable en condiciones fisiológicas, es decir, que sean 
estables en agua a pH fisiológico. Una posible agregación de las partículas 
en el medio acuoso por encima de los 200 nm da lugar a la formación de 
trombos dentro de los vasos sanguíneos teniendo importantes 
consecuencias para el cuerpo humano19. 
 La estabilidad de las suspensiones coloidales en el medio viene 
determinada por el balance de fuerzas atractivas y repulsivas a las que se 
ven sometidas las partículas20. Las fuerzas más importantes que existen en 
todo sistema coloidal en agua son las fuerzas de van der Waals (de carácter 
atractivo) y las electrostáticas (de carácter repulsivo). En el caso de que se 
encuentren polímeros adsorbidos o surfactantes de larga cadena también 
entra en juego el impedimento estérico que posee carácter repulsivo. 
Además, si el sistema coloidal está formado por partículas magnéticas, 
existen interacciones dipolares magnéticas que poseen carácter atractivo. A 
continuación se muestra más detalladamente las características de cada tipo 
de fuerza que actúa en el caso de coloides magnéticos en agua. Todas las 
expresiones que corresponden a los distintos tipos de fuerzas que 
intervienen en la estabilización de las suspensiones coloidales se recogen en 
la Tabla 2. 
Fuerzas de van der Waals  
 Las fuerzas de van der Waals tienen su origen en la formación de 
dipolos debido a las fluctuaciones de cargas en el interior de los átomos21. 
La fuerza de estos dipolos es de gran magnitud en los coloides ya que cada 
uno está formado por un gran número de átomos. Estas fuerzas se pueden 
dividir en tres categorías principales: Las interacciones de Keesom 
(interacciones dipolo permanente-dipolo permanente), las interacciones de 
Debye (interacciones dipolo permanente-dipolo inducido) y las de London 
(interacciones dipolo inducido-dipolo inducido). Las fuerzas de London 
A
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siempre están presentes ya que no necesitan la presencia de una polaridad 
permanente o una polaridad inducida por carga en los átomos y son las que 
mayor contribución tienen de las tres a grandes distancias.  
Fuerzas de repulsión electrostática 
 La presencia de partículas en un medio que contiene iones o 
especies cargadas provoca una alteración en su distribución en el medio ya 
que en la superficie de las partículas se desarrolla un exceso de carga22. Este 
exceso de carga en la superficie es compensado con la difusión de iones de 
carga opuesta y de la misma carga desde el medio hasta la proximidad de la 
partícula formando una doble capa eléctrica alrededor de la partícula. A la 
capa más cercana a la superficie de las partículas se la denomina capa de 
Tabla 2. Tipos de fuerzas que intervienen en la estabilización de los coloides y expresión del 
potencial de interacción. 
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Stern y está formada por iones de carga opuesta a la carga superficial de la 
partícula, mientras que la capa más exterior, más conocida como capa 
difusa, está compuesta por iones de la misma carga y también por iones de 
carga opuesta que han sido rechazados por la capa de Stern. 
Estabilización estérica 
 Existen dos mecanismos mediante los cuales se puede llevar a cabo 
la estabilización de los coloides por está vía22. El primero de ellos 
comprende la adsorción o intercalación de macromoléculas, polímeros o 
surfactantes en la superficie de la partícula. En este caso, el mecanismo de 
estabilización es debido a que al aproximarse dos partículas recubiertas de 
polímeros adsorbidos, la presencia a cortas distancias de una segunda capa 
de polímero hace que la primera se comprima y no pueda adoptar todas las 
configuraciones posibles a las que tenía acceso en principio. Esto propicia 
una disminución del término entrópico lo que hace que no sea favorable 
energéticamente que dos partículas recubiertas de polímero se atraigan. El 
segundo de ellos es la depleción que consiste en la presencia de 
macromoléculas libres en el medio que impiden la agregación de las 
partículas.  
 Para que la estabilización estérica sea efectiva previniendo la 
agregación de las partículas, el recubrimiento debe hacerlo en toda la 
superficie y no formar puentes macromoleculares entre las superficies de 
distintas partículas. Un ejemplo de estabilización estérica en medio apolar la 
lleva a cabo el ácido oleico que recubre a las partículas de magnetita 
sintetizadas mediante descomposición térmica. En agua este tipo de 
estabilización puede venir dada por polímeros hidrófilos como el dextrano 
o polielectrolitos que aportarían estabilización electroestérica. 
Interacciones dipolares magnéticas 
 Los coloides magnéticos experimentan, aparte de las interacciones 
de van der Waals y electrostática, una interacción magnética dipolo-dipolo. 
Dado que las partículas magnéticas en nuestro caso son monodominio, 
pueden ser consideradas como dipolos puntuales con un momento 
magnético proporcional al volumen. En la configuración energética más 
favorable los dipolos magnéticos se alinean en la misma dirección con una 
configuración cola cabeza. En el caso de coloides que se componga de 
varias partículas magnéticas existe una interacción magnética efectiva 
promedio23. 
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Fundamentos de magnetismo 
 Una de las propiedades que poseen las nanopartículas de magnetita 
es que son magnéticas y por tanto pueden ser manipuladas por un gradiente 
de campo magnético externo. Esta propiedad hace de las nanopartículas un 
material muy prometedor para su uso en biomedicina debido a que se 
puede controlar su movimiento a distancia lo que, sumado al hecho de que 
las líneas de campo magnético pueden atravesar tejidos humanos, abre un 
amplio abanico de posibilidades1. Estas nanopartículas pueden ser 
transportadas dentro del cuerpo o inmovilizadas en algún tejido u órgano 
concreto mediante un imán cuyas características dependerá al menos en 
parte de las propiedades magnéticas de las partículas2. Las partículas además 
crean un campo magnético alrededor de ellas que afecta a la relajación de 
los protones del agua y, por tanto, al contraste de las imágenes de MRI3. 
1. Principios del magnetismo 
 El magnetismo de un sólido depende básicamente de los electrones 
de los átomos que lo constituyen, en concreto del número de electrones 
desapareados que posea cada átomo así como del orbital en el que se 
encuentren. Al aplicar un campo magnético externo al sólido, los electrones 
dan lugar a dipolos magnéticos que se ordenan con el campo dando lugar a 
un momento magnético dentro de éste. 
 Los sólidos se pueden clasificar en función de la respuesta 
magnética al aplicar un campo magnético externo que está estrechamente 
ligado por la interacción de los dipolos magnéticos de los átomos que 
componen el sólido y por su propia estructura cristalina4, 5.  
 Si el sólido posee átomos con electrones apareados es diamagnético. 
En este caso, al aplicar un campo magnético se fuerza a la generación de 
dipolos magnéticos dando lugar a una corriente inducida que tiende a 
oponerse a ese campo magnético (Figura 1, color rojo), como rige  
 Apéndice IV 
la Ley de Lenz. Un ejemplo de material diamagnético es el agua y las 
proteínas dentro del cuerpo humano que contienen carbono, hidrógeno y 
nitrógeno6. 
 En cambio, si el sólido posee átomos con electrones desapareados y 
las interacciones entre éstos son débiles el sólido es paramagnético (Figura 
1, color negro). Al aplicar un campo magnético externo aparecen dipolos 
que se alinean en su misma dirección y sentido al campo. Sin embargo, al 
eliminar el campo magnético, las fluctuaciones térmicas hacen que los 
momentos magnéticos se muevan al azar obteniéndose un momento 
magnético nulo. En este tipo de sólidos, el momento magnético es 
proporcional al campo aplicado (Figura 1, color negro) y esta descrito por 
la Ley de Curie: 
 
T
HCm =   (1) 
 
donde m es la magnetización resultante, H es el campo aplicado, T es la 
temperatura absoluta y C es la constante de Curie dependiente de cada 
material. Un ejemplo de este comportamiento es la hemoglobina, proteína 
que posee en su interior un ión Fe que posee electrones desapareados pero 
que por encontrarse tan lejos de otros iones Fe no puede interaccionar con 
ellos6.  
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Figura 1. Tipos de sólidos en función de la respuesta magnética. 
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 Cuando las interacciones existentes entre los electrones 
desapareados de los átomos vecinos son más fuertes, el sólido posee un 
comportamiento ferromagnético (Figura 1, color verde). En este caso todos 
los momentos magnéticos están orientados en la misma dirección paralela o 
antiparalelamente (incluso en ausencia de campo magnético externo 
aplicado) debido a que los electrones interaccionan mediante un 
mecanismo de intercambio7 en el caso de metales (superintercambio en el 
caso de óxidos metálicos ya que interaccionan a través de los átomos de 
oxígeno). En el caso de que los electrones se alineen antiparalelamente, si el 
momento magnético se acaba anulando el sólido es antiferromagnético 
(Figura 2c) pero si el momento magnético resultante no se anula el sólido 
es ferrimagnético (Figura 2, d)8.  
 Debido a que, si todos los momentos magnéticos se orientan en la 
misma dirección se genera una gran cantidad de energía magnetoestática, el 
sólido reagrupa a los espines en regiones llamadas dominios magnéticos9 
(Figura 3). Dentro de cada dominio los espines están orientados hacia la 
misma dirección pero distinta a la de los otros dominios magnéticos. 
Aunque se genere energía en la interfase de unos dominios con otros 
(paredes de dominio), esta configuración multidominio dentro del sólido es 
la más favorable desde el punto de vista energético. El tamaño del dominio 
magnético depende de las propiedades intrínsecas del sólido (anisotropía 
magnética, el momento magnético y la anisotropía de intercambio) así 
como la forma de éste4, 10. 
 
 
 
 
Figura 2. Distinta respuesta magnética de los sólidos al aplicar un campo magnético externo. 
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2. Superparamagnetismo 
 Cuando el tamaño del sólido es inferior al tamaño del dominio 
magnético (DCRIT), el sólido posee todos sus momentos magnéticos 
orientados en la misma dirección cuando se le aplica un campo magnético. 
Esto da lugar a un dipolo permanente dentro del sólido de una magnitud 
similar a la de los sólidos ferromagnéticos y unas 100 veces mayor que los 
paramagnéticos11, 12 (Figura 3). En ausencia de campo magnético, este 
dipolo se mantiene (comportamiento ferromagnético dentro de 
monodominio) hasta bajar a un tamaño (DS-F) a partir del cual los dipolos 
se orientan al azar y por tanto el momento magnético resultante es nulo, al 
igual que los sólidos paramagnéticos. Este comportamiento es típico de 
sólidos superparamagnéticos (Figura 1, color azul).  
 
MONODOMINIOMULTIDOMINIO
DS-F<D<DCRITD>DCRIT
SUPERPARAMAGNÉTICO
D<DS-F  
Figura 3. Estructura magnética de los sólidos ferromagnéticos en función del tamaño de partícula 
(multidominio y monodominio) y superparamagnéticos. 
 
 La energía de anisotropía (Ea) es la barrera de energía necesaria que 
hay que superar para invertir el momento magnético (Figura 4). Cuando el 
volumen de las partículas es pequeño a una temperatura dada, Ea es del 
mismo orden o inferior a la energía térmica (kBT) y el momento magnético 
de las partículas puede fluctuar de dirección siendo este el típico 
comportamiento superparamagnético. Existe un tamaño a una temperatura 
dada a partir de la cual la energía térmica no es suficiente para invertir el 
momento, éste se queda bloqueado en la partícula y en este caso se 
comportan como ferro o ferrimagnéticas.  
 A su vez, manteniendo el volumen de las partículas constante, al 
bajar la temperatura se llega a la temperatura de bloqueo (TB) por debajo de 
la cual ya no hay energía suficiente para invertir los momentos magnéticos y  
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Figura 4. Esquema de la variación de la energía de una partícula monodominio con anisotropía 
uniaxial en función del ángulo de magnetización. 
 
por lo tanto también se comportan como ferro o ferrimagnéticos. Esta TB 
se puede calcular mediante la siguiente expresión: 
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T    (2) 
 
en la que τM es el tiempo de ventana de medida de la técnica experimental. 
El superparamagnetismo no es una propiedad intrínseca de las partículas 
sino que depende de las condiciones de medida. Por ejemplo, partículas 
con un tiempo de relajación situado entre 10-7 s y 100 s para SQUID y 
VSM como superparamagnéticas mientras que Mössbauer se comportan 
como ferro o ferrimagnéticas. De esta manera la TB dependerá también de 
la técnica experimental con la que se ha medido y por tanto TB se define 
como aquella temperatura donde se cumpla que τ = τM.  
 En el caso de realizar medidas con el VSM, el límite 
superparamagnético vendría dado por la siguiente expresión: 
 
B
MAGV
B k
VKT
25
=   (3) 
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2.1 Relajación magnética 
 Al eliminar el campo magnético aplicado a un conjunto de 
partículas con comportamiento superparamagnético, los momentos 
magnéticos se reorientan al azar mediante la acción de dos mecanismos 
principales, el mecanismo de relajación de Brown13 y el de Néel14 (Figura 5). 
 El primero de ellos es el mecanismo de relajación browniano en el 
que el momento magnético se reorienta con la partícula dentro del solvente 
en el que se encuentran y se da solo cuando las partículas se encuentran en 
un medio líquido (Figura 5). En este caso, el tiempo que se invierten los 
momentos mediante este mecanismo (τB) depende del volumen 
hidrodinámico (Vh), la viscosidad del disolvente donde se encuentran las 
partículas (η) y la temperatura absoluta (T), como muestra la siguiente 
expresión donde kB es la constante de Boltzmann13: 
 
Tk
V
B
h
B
ητ 3=   (4) 
 
 El segundo de los mecanismos es el de relajación de Néel y describe 
la relajación del momento magnético dentro de la partícula (Figura 5). Este 
mecanismo está presente siempre y es el único mecanismo que interviene 
en la relajación de los momentos magnéticos cuando las partículas están en 
polvo o en un líquido congelado ya que las partículas no pueden rotar 
físicamente.  
 El tiempo de inversión de los momentos magnéticos mediante este 
mecanismo14 (τN) depende del volumen magnético de la partícula (VMAG), la 
 
Figura 5. Mecanismos de relajación del momento magnético. 
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constante de anisotropía del material (Keff ) que es la energía por unidad de 
volumen necesaria para invertir el momento magnético de orientación, de 
la frecuencia de Larmor cuyo valor es el inverso de τ0, cuyo valor es 10-9s 15 
,y de la temperatura. La expresión para el tiempo de relajación de los 
momentos magnéticos mediante el mecanismo de Néel es la siguiente: 
 
Tk
VK
N
B
MAGeff
eτ 0τ=   (5) 
 
 Cuando las partículas son superparamagnéticas se cumple que 
τN<<τB y la relajación del momento magnético tiene lugar por rotación del 
momento dentro de la partícula a través de los ejes magnéticos. En cambio, 
para partículas ferro o ferrimagnéticas donde el momento magnético está 
bloqueado en la dirección del eje fácil de imanación dentro de la partícula 
se cumple que τB << τN. 
2.2 Mecanismo de inversión de la magnetización 
 Como ya se ha comentado anteriormente, en ausencia de H e 
interacciones, los momentos magnéticos se distribuyen al azar pero al 
aplicar un campo los momentos magnéticos se orientan siguiendo una 
función de Langevin que posee forma sigmoidal y que responde a la 
siguiente expresión16, 17: 
 
⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛ −⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛=
H
Tk
Tk
H
mm B
B
S μ
μμ0coth   (6) 
 
donde m es el momento magnético de la muestra, mS es el momento 
magnético cuando la muestra está saturada, μ0 es la permitividad en el vacío 
(4π10-7 JA-2m-1), H es el campo magnético aplicado y μ es el momento 
magnético de una partícula individual.  
 De esta expresión se pueden extraer dos conclusiones, la primera es 
que si el producto de μH es muy grande la saturación magnética tendrá 
lugar. Y la segunda es que a bajos campos magnéticos aplicados se cumple 
que μH<<kBT y m tiene una respuesta lineal con H (m=χiniH) donde χini es 
la susceptibilidad magnética inicial cuyo valor aproximado se puede obtener 
mediante la siguiente expresión: 
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Tk
m
B
S
ini 3
μχ =    (7) 
 
 La función de Langevin sirve para representar el proceso de 
magnetización de partículas superparamagnéticas cuando son 
monodispersas y no interaccionan entre ellas. Desviaciones de este 
comportamiento se deben a la presencia de otras fuentes de anisotropía 
que, aunque no sea suficientemente alta para que haya remanencia, si afecta 
al mecanismo de inversión. Para partículas esféricas uniaxiales, el valor de la 
energía de anisotropía responde a la siguiente expresión18: 
 
θ2sineffa KE =   (8) 
 
donde θ  es el ángulo que forman el eje de fácil imanación y el momento 
magnético de las partículas y Keff es la constante de anisotropía efectiva por 
unidad de volumen. Esta Keff es la suma de todas los posibles tipos de 
anisotropía que poseen las partículas, magnetocristalina, de forma, de 
superficie, de estrés y de intercambio como se puede observar en la 
siguiente expresión: 
 
exStSuShCeff KKKKKK ++++=   (9) 
 
 La anisotropía magnetocristalina (KC) tiene su origen de la 
interacción espín-orbita favoreciendo el alineamiento de los momentos 
magnéticos a lo largo de un eje determinado (eje de fácil imanación)19. 
Tanto el eje como la energía para pasar de una dirección de fácil imanación 
a otra de difícil vienen dados por la simetría cristalina de las partículas. 
 La anisotropía de forma (KSh) se da en partículas que no poseen 
forma esférica20. En este caso es más fácil que el momento magnético se 
oriente a lo largo del eje de mayor longitud dentro de la partícula que a lo 
largo del eje más corto (Figura 6). Esto es debido a que el factor 
desimanador es menor en los polos debido a que son las posiciones más 
alejadas dentro de la partícula. Para un prolato de forma esferoide, la Ksh 
viene dada por la siguiente ecuación:  
 
2)(
2
1
SCASh mNNK −=   (10) 
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donde NA y NC son los factores desimanadores de forma a lo largo de los 
ejes a y c (Figura 6). Cuando está presente en los óxidos de hierro es la que 
mayor contribución tiene a la anisotropía efectiva ya que puede ser de hasta 
dos órdenes de magnitud mayor que la cristalina. 
 La anisotropía de superficie (KSu) tiene relevancia cuando el tamaño 
de las partículas es muy pequeño ya que un alto porcentaje de átomos se 
encuentran situados en la superficie21, 22. Su origen es debido a la ruptura de 
la simetría local y falta de coordinación de los átomos de la superficie con 
sus vecinos y contribuye más a la Keff cuanto más pequeño es el tamaño de 
la partícula como se puede observar en la siguiente expresión23: 
 
SuSuaSuSuaeff KD
KK
V
SKK 6+=+= ∑∑ ≠≠    (11) 
 
donde S es la superficie de una partículas, V es su volumen y D su 
diámetro. 
 La anisotropía de estrés (KSt) es el resultado de las tensiones internas 
o externas debidas a procesos de enfriamiento rápido, aplicación de 
presiones externas, deformaciones plásticas o irradiaciones de haces iónicas 
sobre el material24. 
 La anisotropía de intercambio (Kex) tiene lugar cuando un 
ferromagneto está próximo a un antiferromagneto o ferrimagneto ya que 
tiene lugar un acoplamiento magnético en la interfase de los dos materiales 
creándose una dirección preferencial de magnetización en el ferromagneto 
tomando la forma de una anisotropía uniaxial25, 26. Este tipo de anisotropía 
tiene lugar en partículas con microestructura “núcleo-corteza”27. 
 La otra desviación de la función de Langevin se debe a que cada 
conjunto de partículas posee una distribución de tamaños. Las partículas 
más grandes hacen que aumente la χini mientras que las pequeñas 
 
  
Figura 6. Esquema de los ejes y ángulos de un prolato esferoide. 
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presentarán un pequeño obstáculo a la hora de alcanzar la saturación 
magnética. Generalmente, la distribución de tamaños en un sistema de 
partículas puede ser descrita por una función logarítmica normal y es la 
siguiente28: 
 
⎟⎟
⎟⎟
⎠
⎞
⎜⎜
⎜⎜
⎝
⎛
−= 2
2
2
ln
exp
2
1)( σπσ
MAG
MAG
V
V
V
VVf
   (12) 
 
donde V es el volumen de las partículas, VMAG es el volumen medio y σ el 
índice de polidispersidad de la distribución de tamaños. 
2.3 Efecto nano 
 Para los materiales masivos, las propiedades magnéticas dependen 
principalmente de su composición, su estructura cristalográfica, su energía 
de anisotropía magnética, sus vacantes y defectos4, 5, 29, 30. Sin embargo, 
cuando el tamaño decrece hasta llegar al régimen nanométrico la relación 
superficie/volumen se convierte en un parámetro clave que controla las 
propiedades magnéticas de las partículas21. 
 Como se ha explicado anteriormente, todo material masivo con 
comportamiento ferromagnético posee un momento magnético neto en 
ausencia de campo. Sin embargo, al disminuir el volumen hasta llegar al 
régimen de monodominio, existe una temperatura de transición (TB), 
conocida como temperatura de bloqueo, por encima de la cual el material 
se comporta como superparamagnético.  
 Otra de las propiedades magnéticas que cambia drásticamente con 
el tamaño es la coercitividad (HC). Un material masivo está estructurado en 
multidominios separados por paredes de domino que poseen alta energía 
debido a que son la interfase entre regiones que poseen espines con distinta 
orientación entre si. En este caso, el mecanismo de magnetización se realiza 
por movimiento de las paredes de dominio. En este caso HC varían poco 
con el tamaño de partícula como se puede concluir de la siguiente 
expresión (Figura 7, I): 
 
D
baHC +=    (13) 
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Figura 7. Variación de la coercitividad (HC) en función del tamaño de partícula. 
 
donde a y b son constantes y D es el tamaño de partícula4. Al bajar de 
tamaño y acercarse D al DCRIT la coercitividad aumenta considerablemente 
debido a que las paredes de dominio están más concentradas e interviene 
otro mecanismo de magnetización (Figura 7), el de la rotación coherente de 
los espines dentro de un dominio (Figura 7, II). Cuando el tamaño de 
partícula se encuentra por debajo de DCRIT las partículas son monodominio 
y la inversión de la magnetización se produce por la rotación coherente de 
los espines. Por lo tanto, la HC disminuye al disminuir el tamaño debido al 
efecto de la energía térmica de la siguiente manera5 (Figura 7, III): 
 
⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛ −=
VK
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M
K
H
V
B
S
V
C 51
2
   (14) 
 
 La disminución se produce hasta llegar a un tamaño donde HC es 
nulo (DS-F) ya que por efecto de la temperatura la desmagnetización ocurre 
espontáneamente (superparamagnetismo)24 (III)(Figura 7). 
 La magnetización de saturación (mS) también es otra de las 
propiedades que se ven afectadas cuando el tamaño decrece hasta valores 
nanométricos (Figura 8). Así pues, para materiales masivos el valor de mS es 
constante y el máximo que se puede alcanzar para ese material. Cuando se 
desciende por debajo del DCRIT, los efectos de superficie influyen 
notablemente en el valor 
I 
II 
DS-F 
HC 
DCRIT
Monodominio
 Multidominio
Tamaño de partícula
III
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de la magnetización de un material. Estos efectos superficiales tienen que 
ver con la presencia de defectos y vacantes en las capas externas de las 
nanopartículas dando lugar a una falta de simetría y coordinación de los 
átomos que se encuentran en la superficie21, 31. Esto trae como consecuencia 
que se reduzca el acoplamiento de superintercambio espín-espín en ferritas 
dando lugar a una disminución de la magnetización32.  
 Este efecto también existe en los materiales masivos pero la 
contribución de la superficie es despreciable y se hace más acentuada 
cuanto menor es el tamaño de la nanopartícula. Teniendo en cuenta los 
efectos superficiales, el valor de mS responde a la siguiente expresión: 
 
3
⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛ −=
D
rDMm SS    (15) 
 
donde mS es la magnetización de las nanopartículas, MS es la magnetización 
del material masivo, D es el diámetro de partícula y r el espesor de la capa 
superficial de átomos desordenada. 
 Otra propiedad que depende del tamaño de las partículas es la 
energía de interacción que existe entre ellas que es muy importante en la 
preparación de ferrofluidos. Partículas con tamaños mayores que el DCRIT, 
en ausencia de campo aplicado poseen un momento magnético no nulo por 
lo que se origina una interacción atractiva entre ellas ya que cada partículas 
funciona como un imán. Cuando el tamaño de partícula disminuye hasta el 
régimen superparamagnético, cada partícula funciona como un dipolo 
permanente y la energía de interacción entre ellas depende del tamaño de la 
partícula elevada a la sexta potencia siguiendo la siguiente ecuación: 
 
Figura 8. Variación de la forma de las curvas de magnetización en función del tamaño de partícula. 
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donde μ0 es la permitividad del vacío, μi,j son los momentos dipolares 
magnéticos de dos partículas, DP-P es la distancia de separación entre las 
partículas, mS es el valor de la magnetización de la partícula y a el radio de la 
partícula (Figura 9). La ecuación de la derecha es la forma simplificada 
cuando interaccionan dos partículas del mismo tamaño y sus momentos se 
alinean en la misma dirección33. 
 
 
Figura 9. Interacciones dipolares magnéticas entre dos partículas. 
 
2.4 Caracterización magnética 
 Mediante la realización de las curvas de magnetización (medida de 
la magnetización del material en función del campo aplicado), se pueden 
obtener la magnetización de saturación (mS) que es el valor de la 
magnetización cuando todos los momentos magnéticos se encuentran 
alineados con el campo magnético externo aplicado, la magnetización 
remanente (mR) que es el valor de la magnetización residual que se 
encuentra en el sólido cuando el campo magnético aplicado se elimina, la 
coercitividad (HC) que es el campo magnético que hay que aplicar a un 
sólido ferromagnético para que la magnetización residual se anule y la 
susceptibilidad magnética inicial (χini) que determina la respuesta del 
material al aplicarle un campo magnético externo (± 100 Oe) (Figura 10).  
 La realización de estas medidas es muy útil a la hora de evaluar si un 
sistema de partículas posee comportamiento superparamagnético o no. Si el 
ciclo no posee histéresis, es decir, la evolución de la magnetización al 
aplicar el campo es la misma que al retirarlo y por lo tanto no existe  
 aa DP-P 
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Figura 10. Típica curva de magnetización para un sólido ferromagnético (color rojo) y para un 
sólido superparamagnético (color azul a puntos). 
 
remanencia, entonces el comportamiento es superparamagnético. Dado que 
las cuevas de magnetización de los sólidos superparamagnéticos siguen el 
comportamiento de una función de Langevin y la forma de ésta depende de 
la temperatura, la representación de m/mS frente a H/T debe superponerse 
en un intervalo de temperaturas hasta que se llegue a la temperatura de 
transición del sólido a ferromagnético34 (TB).  
 Otra forma de encontrar la TB es realizar medidas de mR/mS en 
función de la temperatura. La magnetización remanente de un sistema de 
partículas depende de si éstas están bloqueadas o son superparamagnéticas. 
Si todas están bloqueadas y orientadas mR/mS será igual a 1 y si son todas 
superparamagnéticas mR/mS sería igual a 0. El máximo valor que puede 
alcanzar un sistema compuesto por partículas con una distribución de 
tamaños y anisotropía uniaxial que se encuentren orientadas al azar a 0 K es 
0,5 35. Al aumentar la temperatura, la fracción de partículas que pasan al 
estado superparamagnético aumenta y por tanto la remanencia disminuye 
(Figura 11). En este caso, la TB es aquella temperatura en la cual la mitad de 
las partículas están bloqueadas y la mitad son superparamagnéticas, es decir, 
que el valor de mR/mS es igual a 0,25. 
 Aparte de la TB, otro de los parámetros que pueden ser calculados a 
partir de las curvas de magnetización a temperatura ambiente es el tamaño 
de partícula magnético medio (DMAG) y su distribución de tamaños (σ) a 
partir de una distribución logarítmica de funciones de Langevin evaluándola 
a altos campos y a bajos36. El tamaño magnético obtenido mediante este  
A
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Figura 11. Evolucion de mR/mS en función de la temperatura para partículas con anisotropía 
uniaxial. 
 
método corresponde al tamaño dentro de la partícula donde los espines 
rotan coherentemente cuando se les aplica un campo magnético y su valor 
suele ser ligeramente menor al calculado por el microscopio electrónico 
debido a la capa superficial no magnética que no contribuye a la 
magnetización de las partículas. 
 Este método de hallar el DMAG y σ esta basado en un sistema de 
partículas con una distribución de tamaños que sigue una función 
logarítmica normal y las expresiones para hallarlos son las siguientes:  
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donde χini es la susceptibilidad inicial y se evalúa a campos bajos, mS es la 
magnetización de saturación de la muestra, MS es la magnetización de 
saturación del material masivo y 1/H0 se obtiene al representar los valores a 
campos altos de la magnetización frente a 1/H. Se obtiene una 
dependencia lineal y 1/H0 es el valor de 1/H cuando m es igual a 0.   Otra de las medidas a partir de la cual se puede extraer información 
sobre las propiedades magnéticas de las partículas es lo que se denomina en 
inglés “zero field cooled/field cooled”, abreviado a ZFC/FC. El ZFC/FC 
consiste en la medida de la magnetización al aumentar la temperatura en 
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presencia de un campo magnético muy pequeño residual tras haber 
enfriado previamente con campo y sin él37, 38. Proporciona información 
sobre la TB y también información cualitativa sobre la distribución de 
tamaños magnéticos y la presencia de interacciones.  
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Figura 12. Programa de temperatura y campo en función del tiempo para la realización de una 
medida ZFC/FC. Campo aplicado=100 Oe, Velocidad de subida/bajada=5 K/min. 
 
 Para realizar la medida, previamente se enfría la muestra desde 
temperatura ambiente hasta 5 K en ausencia de campo (Figura 12, fase 1) y 
se registra la evolución de la magnetización frente a la temperatura desde 5 
K hasta temperatura ambiente con un campo aplicado pequeño de unos 50 
o 100 Oe siempre menor que la HC (Figura 12, fase 2). Una vez registrada la 
rama ZFC la muestra es enfriada otra vez en presencia de un campo 
magnético (como el aplicado en la rama ZFC) hasta 5 K (Figura 12, fase 3). 
Posteriormente, se registra la magnetización desde 5 K hasta temperatura 
ambiente en presencia del mismo campo aplicado siendo ésta la rama FC 
(Figura 12, fase 4). 
 En el caso de un material superparamagnético a temperatura 
ambiente, los momentos magnéticos de las partículas están inicialmente 
alineados al azar y fluctuando de dirección (Figura 13). Al bajar la 
temperatura, los momentos magnéticos se bloquean orientados al azar. Al 
aplicar un campo magnético, al incrementar la temperatura los momentos 
magnéticos de las partículas más pequeñas se desbloquearán y se alinearán 
A
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en la dirección del campo dando como resultado un incremento en m. Al 
continuar aumentando la temperatura las más grandes lo irán haciendo 
progresivamente llegando a una temperatura, donde todas las partículas 
tengan sus momentos desbloqueados y alineados con el campo, momento 
en el que el 50% de las partículas son superparamagnéticas y se alcanza el 
valor máximo de la magnetización. Una vez pasada esa temperatura, el 
valor de la magnetización disminuye por efectos de la temperatura, de 
acuerdo a la ecuación de Langevin (ecuación 6). 
 
 
Figura 13. Estado de los momentos magnéticos en las partículas al realizar la medida de la rama 
ZFC. En naranja las partículas cuyos momentos están alineados con el campo magnético 
aplicado. 
 
 En cuanto a la rama FC, el valor de la magnetización tiene que ser, 
en teoría, constante hasta alcanzar la temperatura de bloqueo (TB) donde 
converge con la rama ZFC y donde todos los momentos se encuentran 
desbloqueados. 
 Una medida de la distribución de tamaños magnéticos la da la 
divergencia entre TB y TM (temperatura a la que se registra el máximo valor 
de m durante el registro del ZFC) ya que cuanto más parecidas sean, la  
Campo aplicado
300 K 
H=0
5 K 
H=0, H≠0
5 <T<TB 
H≠0 
TB 
H≠0
300 K 
H≠0
Medida ZFC
 Apéndice IV 
 
Figura 14. Típica gráfica ZFC/FC para; A) Sistema de partículas con estrecha distribución de 
tamaños; B) Sistema de partículas con ancha distribución de tamaños. 
 
distribución de tamaños magnéticos dentro del sistema será más estrecha38 
(Figura 14). 
 También hay que hacer la observación de que TB se ve muy afectada 
tanto por el pequeño campo aplicado al realizar las medidas como por el 
efecto de las interacciones entre partículas y la energía de anisotropía que 
tengan las partículas. El efecto de aplicar un campo magnético sobre las 
partículas es que éstas ganan energía y consiguen reorientar sus momentos 
en la dirección del campo aplicado a una menor temperatura por lo que al 
aumentar el campo aplicado disminuyen TB y TM. Las interacciones entre 
partículas y la magnitud de la constante de anisotropía efectiva (Keff) 
aumentan la TB y TM ya que se requiere mayor energía térmica para vencer 
estos efectos y conseguir alinear los momentos magnéticos con el campo 
(ecuación 2).  
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